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RESUMO

O amido fermentado de mandioca (polvilho azedo), apesar da sua importancia, ainda
€ obtido de maneira empirica, com uma fermentacéo prolongada e praticamente sem
nenhum controle. A fermentacéo € do tipo submersa, normalmente com uma lamina
de 20 cm de &gua na superficie. As dguas resultantes da fermentacdo do amido,
descartadas ao final do processo, sdo ainda pouco estudadas, sendo até hoje
consideradas como efluente poluidor, no entanto compostos acidos, aromaticos,
vitaminas e muitos outros podem ser formados pelas bactérias laticas e leveduras
durante o processo fermentativo. Neste trabalho foram avaliadas as caracteristicas
quimicas, microbioldgicas e toxicolégicas deste residuo para contribuir para sua
conversdo em matéria-prima para outros produtos. A agua residual da fermentacao,
em laboratorio, do amido de mandioca proveniente de trés regides diferentes do
Estado de Santa Catarina, e a agua coletada em uma polvilharia apresentaram pH
entre 3,0 e 3,7, indice de acidez de 21 a 68,0 mL de NaOH N por 100mL; 0,19 a
0,62 g de acido latico por 100mL, respectivamente. A produtividade de 15,00 mg de
acido latico/g de amido representa uma porcentagem de bioconversdo de apenas
1,5%. O teor de solidos totais deste residuo (1.700 a 6.000 mg/L) € muito baixo e
também apresentou uma composi¢cdo muito pobre. A contagem de bactéria latica ao
final da fermentacdo variou de 5,27 a 7,84 log UFC/mL, ocorrendo em menor
namero nas fermentagbes com amido proveniente de Rio do Sul. Valores
semelhantes foram encontrados para bactérias mesoéfilas totais (6,39 a 8,02 log
UFC/mL) e bolores e leveduras (5,92 a 6,99 log UFC/mL), mas nao diferiram entre
as diferentes fermentacdes. Esta agua apresentou baixa toxicidade aguda em
camundongos (>5,0 g/Kg de peso) e sua ingestao por 28 dias em concentracdes de
0, 25%, 50% e 100% durante 28 dias nado causou alteracbes clinicas e
hematoldgicas significativas nos animais. Mais estudos ainda sdo necessarios para
avaliar a utilizacdo deste residuo tanto para producdo de acidos organicos como
para o desenvolvimento de produtos probiéticos.

Palavras-chave: amido de mandioca, fermentacdo, agua residual, acido latico,

toxicologia



AVANCINI, S.R.P. Chemical, microbiologic and toxicological characte rization of

cassava starch fermentation wastewater

ABSTRACT

The sour cassava starch (“polvilho azedo”), even though its importance, is still
obtained at empiric form, in a prolonged fermentation and without any control. The
fermentation is of the submerse kind, normally with a 20 cm layer of water in surface.
The cassava starch wastewater has not been fully studied and until today considered
as polluting wastewater, nevertheless, acids, aromatic, vitamins and other
compounds can be produced by lactic bacterial and yeast during the fermentative
process. In this work were evaluated the chemical, microbiologic and toxicological
characteristics of this wastewater with the aim of contribute for its conversion in a
new raw material for other products. The cassava starch fermentation wastewater
produced in laboratory from three different places of the Santa Catarina State, and
the collected in a industry, presented pH between 3.0 and 3.7, acidity index of 21.0 to
68.0 mL of NaOH N by 100 mL; 0.19 to 0.62 g of lactic acid by 100 mL. The
productivity of 15.00 mg of lactic acid.g™ of starch means a bioconversion of only
1.5%. Total solids content from this wastewater is very short and also presented a
poor composition. The lactic bacterial count at the final of fermentation varied from
5.27 to 7.84 log cfu.mL™, lower number being observed in fermentation with starch
from Rio do Sul region. Similar values were observed for total mesophylic bacterial
and yeasts, but were not different between several fermentations. This wastewater
presented low acute toxicity in mice (>5.0 g.Kg-1 of weight) and its ingestion during
28 days in concentrations of 0, 25, 50 and 100% did not cause significant clinical and
haematological changes in animals. More studies are necessary to evaluate the
utilization of this wastewater for organic acid production or probiotic products
development.

Keywords: cassava starch, fermentation, wastewater, lactic acid, toxicology.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta de origem brasileira,
considerada um importante alimento em paises da América Latina, Africa e Asia,
devido a sua grande capacidade de adaptacdo a varias condi¢cdes agro-ecologicas.
Cultivada em todo o territério brasileiro, € utilizada tanto na alimentacdo humana e
animal, bem como matéria-prima em inimeros produtos industriais, dentre eles, 0s
mais importantes sdo a farinha de mandioca, a fécula e o polvilho azedo.

O amido fermentado de mandioca (polvilho azedo) € um amido naturalmente
modificado através da fermentacéo e secagem ao sol, resultando em produto com a
peculiar propriedade de expansao, sem gluten e sem fermento, para a elaboracéo
de inimeros produtos de panificagdo. Apesar da sua importancia, ainda é obtido de
maneira empirica, apenas com o conhecimento pratico dos fabricantes, com uma
fermentacdo prolongada e quase sem nenhum controle. A fermentacdo € do tipo
submersa, normalmente com uma lamina de 20 cm de agua. No entanto, o0s
produtores de Santa Catarina utilizam um volume de &agua muito menor,
principalmente os do sul do Estado.

O trabalho realizado por Marcon (2004) indicou que a adicdo do xarope de
glicose, durante o processo fermentativo, pode contribuir para incrementar a
produtividade do polvilho azedo sem comprometer a expansdo. O processo envolve,
obrigatoriamente, a manutencdo da lamina de agua na superficie do amido em
fermentacao.

O processo fermentativo tem inicio com a geracdo de acUcares a partir do
amido, por microrganismos amiloliticos. A partir desta fonte de carbono, bactérias e
leveduras passam a atuar gerando compostos acidos, aromaticos, vitaminas e
muitos outros.

As aguas resultantes da fermentacdo do amido, descartadas ao final do
processo, sao ainda pouco estudadas, sendo até hoje consideradas efluentes com
elevada Demanda Quimica e Bioquimica de Oxigénio (DQO e DBO). As poucas
consideracdes existentes, dizem respeito ao seu potencial poluidor. Os efluentes da
fermentacdo do amido de mandioca diferem das aguas residuais da extracdo do

amido de mandioca a partir das raizes, comumente denominadas de manipueira.
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Apesar da literatura ser vasta em estudos sobre a manipueira, sao
praticamente inexistentes trabalhos relacionados & caracterizacdo quimica,
microbioldgica e toxicoldgica da agua residual do processo de fabricacdo do polvilho
azedo.

A agua residual da fermentagcdo representa um volume expressivamente
menor comparativamente a manipueira, mas pode conter uma CcoOmposiGcao
interessante para ser aproveitada na elaboracdo de outros produtos, o que
significaria maiores rendimentos para o produtor do polvilho azedo.

O Grupo de Pesquisa em Tecnologias Limpas no Processamento de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de
Ciéncias Agrarias, UFSC, tem procurado contribuir para a reducdo do impacto
ambiental das agroindustrias propondo tecnologias que valorizem as matérias-
primas e minimizem a emissao de residuos solidos, liquidos e gasosos. Sendo a
maioria dos projetos inéditos internacionalmente, requerendo elevado investimento
em pesquisa com a finalidade de assegurar sugestbes de usos aos produtos
considerados residuos.

Através do presente trabalho, as &guas da fermentacdo do amido de
mandioca foram caracterizadas com a finalidade de sugerir aplicagbes que
contribuam para a conversao de um residuo industrial em matéria-prima para a
elaboracdo de novos produtos. Foram avaliadas as caracteristicas quimicas,
microbiolégicas e toxicolégicas da agua de fermentacdo do amido de mandioca

obtidas em polvilharias e em laboratério.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), originaria da regido amazoénica
brasileira, foi introduzida na Africa durante o século 16 e na Asia no século 18.
Planta arbustiva, composta de uma parte aérea e uma subterranea formada por
raizes tuberosas, que consiste na parte comestivel. Pode apresentar 5 a 20 raizes
com 20 a 80 cm de comprimento, diametro de 5 a 10 cm e o0 peso fresco de cada
raiz pode variar de 100 a 5000 g (PANDEY et al., 2000).

Devido a sua grande capacidade de adaptacdo a varias condicbes agro-
ecologicas, como por exemplo, a resisténcia a seca e sem nenhuma necessidade
especifica para crescimento, seus aspectos agricolas tém recebido atencdo nos
altimos anos, visando aumentar sua producdo. A mandioca é o sexto alimento mais
produzido no mundo e representa o alimento basico para mais de 700 milhdes de
pessoas em diversos paises (KATO; SOUZA, 1987; SOCCOL, 1996, citado por
PANDEY et al., 2000).

A Africa é responsavel por 53,8% da producdo mundial, seguida pela Asia,
com 29,4% e a América do Sul com 16,9%. Entre os paises produtores destacam-se
a Nigéria, responsavel por 19,92% da producdo total, seguido do Brasil, com
11,76%, a Indonésia, com 9,77%, a Tailandia, com 9,75%, a Republica Democratica
do Congo, com 8,89% e Gana com 5,29%. Estes paises contribuem com cerca de
65% do volume mundial produzido (Tabela 1) (Vieira, 2004a). Cerca de 60 % da
producdo mundial de mandioca € utilizada para consumo humano, 33% na
alimentacdo animal e 7 % nas industrias téxteis, papel, alimentos e fermentacéo
(PANDEY et al., 2000).

O cultivo da mandioca esta associado ao Brasil desde o seu descobrimento,
sendo atualmente cultivada em todos os Estados brasileiros, (CEREDA, 2001;
CARDOSO; SOUZA, 2002).
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Tabela 1 Area colhida e quantidade produzida de mandioca no mundo e nos
principais paises produtores.

Area colhida Quantidade produzida
Pais (1000 ha) (1000 t)
00/01 01/02 02/03 00/01 01/02 02/03
Mundo 17.184 17.353 17.184 184.985 186.391 189.100
Angola 573 593 573 5.394 5.620 5.699
Brasil 1.667 1.692 1.646 22577 23.131 22.147
Rep. Dem. Congo 1.902 1.840 1.902 15436 14.929 14.929
Gana 726 794 726 8.966 9.731  10.000
india 270 270 270 6.900 7.000 7.100
Indonésia 1.318 1.277 1.318 17.055 16.913 18.474
Mocgambique 834 1.020 834 5.988 5.925 6.150
Nigéria 3.430 3.455 3.430 32586 34476 33.379
Tailandia 1.049 988 1.049 18.396 16.868 18.430
Tanzéania 661 660 661 6.884 6.888 6.888
Uganda 390 398 390 5.265 5.373 5.400
Demais paises 4.364 4.366 4385 39.538 39.537 40.504

Fonte: FAO/ jun 04 (Vieira, 2004a)

Segundo Vieira (2004b), a producédo nacional dessa cultura, na safra 2004,
conforme as estimativas de outubro de 2004 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) (Tabela 2) foi cerca de 24 milhdes de toneladas com rendimento
médio de 13,6 toneladas de raizes por hectare. A Regido Nordeste lidera a
producédo, com 8,75 milhdes de toneladas, seguida, em ordem de importancia, pelas
regides: Norte, com 6,44 milhdes de toneladas; Sul, com 4,04 milhdes de toneladas;
Sudeste, com 2,45 milhGes de toneladas e Centro-Oeste, com 1,33 milhdo de
toneladas (VIEIRA, 2004b).
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Tabela 2 Area colhida e producdo de raiz de mandioca no Brasil e nos principais
estados nas safras de 2002/2003 e 2003/2004.

Area colhida (mil ha) Quantidade produzida (mil t)

Discriminacao

02/03 03/04 Var % 02/03 03/04 Var %
Brasil 1.645,7 1.769,9 7,55 22.146,8 24.003,6 8,38
Bahia 330,6 335,8 1,56 3.908,3 4.201,6 7,50
Para 292,6 298,6 2,04 4.468,6 4.309,3 -3,57
Parana 110,7 163,8 47,98 2.351,2 3.210,0 36,53
Maranhao 164,6 172,9 5,05 1.241,7 1.291,7 4,03
Amazonas 83,8 82,8 (1,13) 804,9 795,8 -1,13
Rio Grande do Sul 88,9 88,2 (0,81) 1.315,2 1.232,9 -6,26
Ceard 82,1 81,2 (0,99) 857,9 756,5 -11,81
Minas Gerais 60,6 59,0 (2,72) 850,6 885,6 4,12
Pernambuco 41,8 46,2 10,55 440,4 473,9 7,55
Sé&o Paulo 36,7 43,8 19,38 864,2 1.086,4 25,71
Piaui 39,8 40,8 2,63 358,8 435,6 21,38
Santa Catarina 28,4 32,3 13,52 538,9 593,0 10,03
Rio Grande do Norte 37,2 52,2 41,97 385,8 591,7 53,36
Mato Grosso do Sul 22,9 29,6 29,30 485,3 510,6 5,22
Mato Grosso 25,8 37,3 44,97 356,0 536,1 50,60

FONTE: IBGE.(1) Safra 03/04 - Dados preliminares (LSPA, outubro de 2004), citado por VIEIRA

(2004b).

A safra catarinense de mandioca em 2004 apresentou uma area plantada de
32,3 mil hectares, obtendo 593 mil toneladas e rendimento médio de 18.382 Kg por
hectare (Tabela 2). O rendimento médio industrial obtido na producao da farinha, do
polvilho azedo e da fécula, na regidao Sul Catarinense, atingiu a média de 322 Kg de
farinha por tonelada de raiz processada; o segmento de polvilho azedo oscilou entre
180 e 200 Kg por tonelada de raiz. No Alto Vale do Itajai, a producdo de fécula
alcancou 254,8 Kg por toneladas de raiz (VIEIRA, 2004b).

Quando o processamento é grande, os subprodutos podem representar sérios
problemas ambientais, pois mesmo as pequenas unidades fabris como as casas de
farinha podem gerar quantidades significativas de residuos, uma vez que

normalmente se relinem em um dado local ou municipio. Além do aspecto ambiental
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o despejo indevido dos subprodutos de mandioca constitui um desperdicio de
rendimento para o produtor, quando se considera as quantidades geradas e a
composicdo (CEREDA, 2001). Segundo CEREDA (2001), os subprodutos da
mandioca sao partes constituintes da propria planta, gerados em funcéo do processo
tecnolégico adotado, sendo que a qualidade e a quantidade dos subprodutos variam
em funcado do cultivar, idade da planta, tempo apos a colheita, tipo e regulagem do
equipamento industrial e outros fatores.

Considerando os principais tipos de processamento das raizes da mandioca,
fabricacdo de farinha e extracdo de fécula, os subprodutos gerados podem ser
sélidos (casca marrom, entrecasca, descarte, crueira, fibra, bagaco e varredura) ou
liguidos (agua de lavagem das raizes, agua de prensa ou agua vegetal da
fabricacdo de farinha e manipueira diluida ou agua de extracédo da fécula) (CEREDA,
2001).

Os residuos liquidos geram, em média, um volume de 2,62 m* com a agua de
lavagem das raizes e 3,68 m*® com a agua de extracdo da fécula por tonelada de
raizes processadas. Sendo esta Ultima composta pela agua de constituicdo das
raizes mais a agua utilizada para a extracdo (CEREDA, 2001).

Apesar de sua importancia, a expansdo da cultura da mandioca € limitada
pela rapida deterioracdo de suas raizes apos a colheita, baixo contetdo de proteina
e potencial toxigénico (Tabela 3), o que demanda um eficiente processamento pos-
colheita (MOORTHY; MATHEW, 1998; NOUT; SARKAR, 1999; WESTBY, 2002).



Tabela 3 Composi¢do quimica da raiz da mandioca.

Composicgéao Peso umido Peso seco
Energia (Kcal/100g) 135,00 335,00
Umidade (g/1009) 65,50 15,70
Proteina (g/100g) 1,00 1,40
Lipidios (g/100g) 0,20 0,50
Amido (g/100g) 32,40 80,60
Fibra (g/100gq) 1,10 1,20
Cinzas (g/100q) 0,90 1,80
Célcio (mg/100q) 26,00 96,00
Fosforo (mg/100g) 32,00 81,00
Ferro (mg/100g) 0,90 7,90
Sédio (mg/100g) 2,00 -
Potassio (mg/1009) 394,00 -
Vitamina B2 (mg/100g) 0,04 0,06
Vitamina C (mg/100g) 34,00 0,00
Niacina (mg/100g) 0,60 0,80
Cianideos (% m/m) - 1,60

Fonte: Pandey (2000).
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A mandioca é consumida de diversas maneiras, variando conforme o pais. O

processamento normal inclui coccdo em agua fervente, fatiamento e secagem,

torracdo e conversdo a outras formas de alimento, apds a extracdo de amido e

producdo de farinha. Outra forma de processamento consiste na fermentacdo das

raizes e subsequente producdo de diferentes produtos, como gari, fufu, placali e

farinha, na Africa; pan de yuca, pan de bono, polvilho azedo na América Latina e

Tape Katella nos paises orientais, entre muitos outros (MOORTHY; MATHEW,

1998).

2.2 Toxicidade da mandioca

A planta da mandioca difere de outras tuberosas amilaceas por conter

glicosideos potencialmente hidrolisaveis a cianeto (CEREDA, 2001). Os glicosideos

cianogénicos séo produtos do metabolismo secundario das plantas e sdo compostos
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por uma a-hidroxinitrila tipo aglicona e um acucar (principalmente D-glicose)
(VETTER, 2000).

A linamarina é o glicosideo mais representativo (93%) e a lotaustralina, o
menos frequente (7%) (KAMALU, 1995; CEREDA, 2001). Estes glicosideos,
presentes em todos os tecidos da planta, em presenca de acidos e temperatura
adequada ou enzimas sofrem hidrélise e liberam acido cianidrico (HCN), substancia
toxica e potente inibidora da atividade de enzimas da cadeia respiratéria
(CARVALHO; CARVALHO, 1979).

A mandioca é geralmente classificada em brava ou amarga quando apresenta
niveis de HCN superiores a 50 ppm e mansa ou doce quando contém niveis
inferiores (CARVALHO; CARVALHO, 1979). O limite seguro de cianogénicos tem
sido delimitado em 10 mg equivalentes de cianeto por quilograma de peso fresco (10
ppm) (PADMAJA, 1995).

A dosagem para efeito letal do cianeto de potassio em humanos, segundo
Montgomery (1969), citado por Ezeala e Okoro (1986), via oral, esta estimada entre
1,0 e 7,0 mg/kg de peso. Carvalho e Carvalho (1979) relatam que a dose letal de
acido cianidrico € de 50 a 60 mg para uma pessoa adulta de 50 kg, enquanto
Padmaja (1995) considera doses de 50 a 100 mg letais para adultos.

A guantidade de glicosideos cianogénicos na raiz de mandioca é dependente
do cultivar. Muitos cultivares apresentam teores de glicosideos na raiz menores que
100 mg/kg de peso fresco, outros contém mais de 500 mg/kg. Nenhum cultivar de
mandioca sem estes glicosideos foi identificado (VETTER, 2000). Por ser a
concentragdo de cianideos na raiz afetada pelas condi¢gbes ambientais durante o
cultivo, algumas cultivares, geralmente consideradas mansas ou doces podem
apresentar alto potencial cianogénico sob certas condicdes (WESTBY, 2002).

A formacdo de cianideos a partir da linamarina € um processo em duas
etapas (Figura 1), envolvendo a deglicolisagéo inicial da linamarina e a sua clivagem
a acetona cianohidrina para formar acetona e cianideos. Estas reacdes séao
catalisadas pela linamarase (B-glicosidase) e a a-hidroxinitrila-liase (HNL). A etapa
final € a quebra da cetona formando cianideos e cetonas. Pode ocorrer
espontaneamente (temperaturas maiores que 35C ou pH acima de 4,0) ou
catalisadas pela enzima hidroxinitrila-liase (HNL). No entanto, tem sido demonstrado

gue a expressao genética desta enzima ocorre principalmente nas folhas, com
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pouca atividade nas raizes (WESTBY, 2002). As plantas cianogénicas intactas nao
liberam HCN (VETTER, 2000).

As enzimas hidroliticas capazes de liberar cianideos dos glicosideos
cianogénicos estdo presentes na mandioca devidamente compartimentadas, para
evitar contato com os glicosideos em condicfes normais. Qualquer processo de
ruptura das células fard com que a enzima entre em contato com os glicosideos
liberando cianideos (PADMAJA, 1995).

CH,OH N
M
O, g—C—CH, linamarase
OH i + HO HO— C ——CH,
HO H, ‘l_. l
CH glicose ]
linamarina acetona cianohidrina
pH= 3,5-6,0
cr temperatura até 65°C
hidroxinitrila liase
HO—C ——CH, HCN + O==C——CH,
espontanea 2
CH, pHs >4,0 CH,
temperatura ~30°C
acetona cianohidrina acetona

Figura 1 Formacao de cianideos a partir da linamarina.
Fonte: McMahon et al (1995) citado por Vetter (2000)

A linamarina é quimicamente estavel, solivel em &gua e resistente a fervura
em meio acido. A cetona cianohidrina também é soluvel em agua e tem um ponto de
ebulicdo de 82C. O &cido cianidrico livre é volatil a 27,5C, sendo rapidamente
volatilizado na temperatura ambiente em regides tropicais. Estes conhecimentos séo
utilizados para um processamento adequado da mandioca reduzindo a niveis
adequados estes compostos cianogénicos (WESTBY, 2002). O total de cianogénicos
ou potencial cianogénico de uma amostra € a soma da quantidade de linamarina,
cetona cianohidrina e HCN/CN expresso em mg de equivalentes de HCN por
quilograma de peso fresco (BRADBURY; EGAN; BRADBURY, 1999). Produtos
derivados da mandioca que ndo foram processados adequadamente e que
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apresentam niveis residuais ndo toxicos de cianeto podem conter trés tipos de
compostos: as cianohidrinas, a linamarina e o HCN. As cianohidrinas remanescentes
podem ser quebradas pelo pH alcalino do intestino produzindo cianideos, ja a
linamarina acredita-se que possa ser quebrada por acdo de enzimas microbianas no
intestino. No entanto, conforme relata Kamalu (1995), uma quantidade significante
da linamarina ingerida permanece intacta, sendo absorvida desta maneira e
excretada pela urina, mas se esses produtos sado consumidos por periodos
prolongados, podem levar a intoxicacdes cronicas (PADMAJA, 1995).

De acordo com Kamalu (1993), a linamarina absorvida de dietas com
mandioca causa inibicdo da Na-K-ATPase, provocando um desequilibrio de
eletrdlitos com deplecéo de Potassio levando a desidratacéo celular, vacuolizacéo e
ruptura das células epiteliais dos tubulos proximais, resultando em proteinuria com
baixa concentracdo de albumina sérica. A producdo de radicais livres por ciclos de
hipoxia e normoxia (isquemia/reperfusdo) criados pela liberagcdo de cianetos da
linamarina causa peroxidacao lipidica da membrana celular. A quantidade de lesdo
esta relacionada com a quantidade de linamarina ingerida rotineiramente a niveis
subletais (KAMALU, 1995). Diversos casos de envenenamento foram relatados na
Nigéria apds o consumo de produtos de mandioca, como o gari (AKINTONWA et al.,
1994; OSUNTOKUN, 1973 citados por VETTER, 2000).

Oluwole, Onabolu e Sowunmi (2002), em um estudo para determinar se o gari
era uma fonte de exposicéo a cianetos, verificaram que a quantidade de cianeto no
plasma apds uma unica ingestdo era muito pequena para causar intoxicacdo aguda
e que o longo tempo de transito do cianeto absorvido no plasma sugere que a
ingestao frequiente de gari pode causar acumulo no plasma.

Durante muitos anos, o consumo diario de alimentos a base de mandioca
contendo compostos cianogénicos residuais, em regides da Africa Central foi
associado a doengas cronicas como 0 bdcio, cretinismo, neuropatia tropical e a
diabete tropical, embora esse mecanismo ndo tenha sido demonstrado
experimentalmente (OKE, 1969; OSUNTOKUN, 1981). Segundo Cagnon, Cereda e
Pantarotto (2002), estudos recentes revelam que tais doencas estdo mais
relacionadas com o desequilibrio nutricional e ndo com a ingestdo constante de
mandioca.

A mandioca também contém um agente bociogénico potencial, que pode

agravar desordens por deficiéncia de iodo, como bécio e cretinismo (OKE, 1980).
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Grande parte do cianeto da dieta é convertido a tiocianato, sendo que seus sintomas
imitam a deficiéncia de iodo por impedirem a captagéo deste mineral pela glandula
tiredide. Experimentos sobre valores séricos de tiocianato em amostras de urina
humana indicam que a conversao de cianetos a tiocianato € uma via significante no
metabolismo do HCN (EMINEDOKI et al.,1994, citado por VETTER, 2000).

No processamento da mandioca para extracdo da fécula, a quantidade de
agua utilizada carreia grandes concentracdes do glicosideo cianogénico, fazendo
com que o liquido residual apresente elevados niveis de cianeto (SOBRINHO, 1975,
citado por CEREDA, 2001). Conforme Argueda e Cooke (1982), citado por Cereda
(2001), a massa ralada para extracdo de fécula apresenta 76% do HCN original da
raiz, na agua de extracdo restariam 74%, na fécula umida 2% e na fécula seca
menos de 1%. Segundo Cereda e Mattos (1996), a mandioca processada

consumida no Brasil apresenta niveis seguros de cianideos (Tabela 4).

Tabela 4 Composicéo de alguns produtos da mandioca tipicos do Brasil.

Produto
Componentes Farinha Amido Polvilho Chips
azedo

Umidade (%) 1,2 1,1 1,6 0,9
Matéria seca(%)

Carboidratos 93 97,3 95,6 94
Proteinas 1,3 0,6 15 1,7
Lipidios 0,1 0,3 0,3 0,3
Fibra bruta 3,3 0,6 0,7 11
Cinzas 11 0,1 0,3 0,4
Cianideos 0 0 0 1,6

Fonte: Cereda e Takahashi (1996)

Tradicionalmente, as raizes de mandioca sao processadas por inidmeros
métodos que variam enormemente de regido para regido. Estas técnicas geralmente
sao utilizadas com o objetivo de reduzir a toxicidade, melhorar a aceitabilidade e o
armazenamento. Processamento adequado é primordial para converter a mandioca

em alimento seguro (PADMAJA, 1995). Uma dessas técnicas € a fermentacéo, tanto
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da raiz quanto da fécula para obtencdo de vérios produtos fermentados (SILVEIRA,
CARVALHO; PILON, 1999).

Ezeala e Okoro (1986), analisaram o teor de HCN em produtos de mandioca,
processados por diferentes técnicas, consumidos na Nigéria como a mandioca
fermentada por 4 dias e torrada (gari); a mandioca macerada em agua por 4 dias,
desintegrada, retirada a agua e cozida a 100C por 25 a 30 minutos (fufu);
desintegrada com eliminac&o posterior do suco e a fritura da massa em 6leo a 100-
150 (torta de mandioca) e mandioca cozida em agua em ebulicdo por 40 minutos,
deixado em &gua corrente por uma noite e parcialmente seca (chips) e néo
encontraram niveis detectaveis de cianideos. Portanto a incidéncia de neuropatia
ataxica poderia ndo ser devido a ingestao prolongada de produtos de mandioca.

Segundo Essers, Van der Grift e Voragen (1996), a reducao efetiva dos niveis
de cianideos requer dois tratamentos. O primeiro para aumentar o contato
linamarina-linamarase, através da desintegracdo do tecido, como esmagamento,
moagem ou degradacdo enzimatica (microbiana) e o segundo para degradar as
cianohidrinas formadas e a volatilizacdo do HCN, por aguecimento ou secagem e pH
adequado.

lwuoha, Banigo e Okwelum (1997), observaram uma redugdo nos niveis de
cianideos da mandioca de 81,5 % em farinha de mandioca obtida apds fatiamento
da raiz, cocgéo por 35 minutos e maceracao por 48 horas e 84,2% de reducédo na
farinha de mandioca obtida por maceracdo por 24 horas, trituracdo e novamente
maceracao por 48 horas e extragdo da 4gua. Também encontraram que 0s niveis de
cianetos residuais foram maiores em produtos secos em estufas (50 a 80C) do que
em produtos secos ao sol, principalmente com a mandioca triturada. Uma éarea
superficial maior e um periodo maior a temperaturas que favorecem a atividade
enddgena da linamarase podem ser responsaveis pela maior eficiéncia da secagem
ao sol.

Obilie, Tano-Debrah e Amoa-Awua (2004), avaliaram a quebra dos
glicosideos cianogénicos durante o processamento da mandioca em akyele, um
produto consumido em Gana que consiste na fermentacdo da mandioca moida,
eliminacdo da 4gua, passagem por peneira e cocgdo a vapor do produto granular.
Ocorreu reducao do potencial cianogénico durante todo o processo em cerca de

97%. A maior perda ocorreu durante a trituracdo e a fermentacdo. No final da
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fermentacdo, nenhum glicosideo cianogénico foi encontrado exceto cianohidrinas e
cianetos livres.

Segundo Amoa-Awua, Appoh e Jakobsen (1996), embora algumas bactérias
e leveduras isoladas da fermentacdo da mandioca possam produzir linamarase, a
reducdo de glicosideos cianogénicos, em mandioca fermentada, se deve ao fato de
alguns microrganismos romper os tecidos da mandioca, facilitando o contato entre a
linamarase e o glicosideo cianogénico. Para Vasconcelos et al. (1990), citados por
Wood (1991), a hidrolise do glicosideo cianogénico ocorre devido as enzimas da
planta e ndo a presenca de bactérias durante a fermentagcdo. A hidrolise é muito
rapida, pois 95% da linamarina é hidrolisada até 3 horas apds o inicio da
fermentacao e a torracdo do gari reduz os niveis de cianeto e cianohidrinas.

Para avaliar os efeitos do tempo de fermentacdo e o método de eliminacéo do
liquido (desagiiagem) sobre a quantidade de cianideos no gari, Onabolu et al.
(2002), fermentaram a mandioca triturada para a producao do gari, durante 7 dias,
com extracdo continua de liquido e com a extracdo somente no final da fermentacéo.
Este estudo mostrou que os dois parametros estdo associados ao nivel de
cianohidrinas no gari e que o método de extragdo continua, processamento mais
aceito pelos consumidores, apresentou niveis mais elevados de cianohidrinas e que
para utilizacdo deste processo é necessario maior tempo de fermentacéo (no minimo
144 horas).

O crescimento de fungos também € comum em produtos secos de mandioca,
ocorrendo durante a secagem, estocagem e quando submetidos a fermentacéo.
Quando ocorre crescimento de fungos potencialmente micotoxigénicos pode ocorrer
formacao de micotoxinas. Diversos fungos micotoxigénicos como Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor e Penicillium sp., ja foram encontrados
na mandioca, mas 0 risco potencial associado as micotoxinas ainda nao foi
completamente avaliado. Em produtos de mandioca fermentados ndo tem sido
encontradas micotoxinas (WESTBY, 2002).
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2.3 Fermentacao da mandioca

O termo fermentacdo, utilizando uma definicdo rigorosamente quimica é
aplicado para descrever processos estritamente anaerdbios, no entanto, este termo
€ utilizado geralmente para descrever processos aerobios e anaerdobios da quebra
de carboidratos (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

A producgdo de alimentos por fermentagdo € um dos mais antigos processos
conhecidos pelo homem. Registros de métodos para fermentacéo do leite, carnes e
vegetais tém sido encontrados com data de 6000 a.C., tendo como principal objetivo
a preservacdo dos alimentos. No entanto, com o desenvolvimento de novas
tecnologias para preservagao, esses alimentos sao fabricados pelo seu sabor,
aroma e textura caracteristicos, muito apreciados. Mesmo assim, as condi¢des
geradas na fermentacdo sdo essenciais para garantir a vida de prateleira e a
seguranca do produto (CAPLICE; FITZGERALD, 1999). Em muitos paises a
fermentacdo é considerada essencial, sendo ainda realizada mais de forma
artesanal do que industrial, (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Muitos alimentos fermentados dependem das bactérias acido-laticas para
mediar o0 processo fermentativo. Os produtos finais do catabolismo dos carboidratos
pelas bactérias, geralmente acidos, alcoois e diéxido de carbono, além de contribuir
para a preservacao, conferem sabor, aroma e textura proporcionando caracteristicas
Gnicas para o produto (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Diversos microrganismos estdo associados aos produtos da fermentacdo da
mandioca, sendo uma importante técnica de processamento utilizada na Africa e
América Latina. Modificagbes nas caracteristicas bioquimicas ocorrem durante o
processo de fermentacdo, como a diminuicdo da toxicidade, com a remocédo dos
cianideos, queda do pH e conseqiente aumento da acidez, variando com as
condicdes de fermentacdo e producdo de &cidos organicos, sendo o acido latico o
mais comum em todas as fermentacbes (MOORTHY; MATTHEW, 1998). A
composicdo do substrato e 0s requerimentos nutricionais da cepa afetam
consideravelmente a performance da fermentacdo. O crescimento microbiano
também depende de fatores ambientais, como pH, temperatura e acumulo de
produtos finais do metabolismo destas bactérias. Alimentos obtidos pela

fermentacdo acido latica sédo caracterizados por um sabor &acido, atribuido
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principalmente a producdo de Aacido lactico e acético pelas vias homo ou
heterofermentativas (CHARALAMPOPOULOS; PANDIELLA; WEBB, 2002a).

As bactérias envolvidas com a fermentacdo da mandioca sédo Lactobacillus,
Pediococcus, Clostridium, Propionibacterium e Bacillus sp, predominando as
espécies de Lactobacillus (L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii e L.
manihotvorans) no final da fermentacdo (MIAMBI; GUYOT; AMPE, 2003). Leveduras
também tém sido identificadas como microrganismos predominantes na fermentacao
da mandioca (OYEWOLE; ODUNFA, 1990). Segundo Oyewole (2001), leveduras
parecem ter um importante papel na sobrevivéncia e atividades de bactérias acido
laticas durante a fermentagdo da mandioca. Através da sua atividade amilolitica,
estdo envolvidas na quebra do amido da mandioca em acUcares simples, que séo
convertidos pelas bactérias acido laticas em acidos organicos. Somente bactérias
acido laticas e leveduras parecem sobreviver a acidez encontrada nos estégios finais
da fermentacéo submersa (OYEWOLE; ODUNFA, 1990).

2.4 Bactérias acido-laticas

As bactérias acidas laticas (BAL) constituem um grupo de diversos
microrganismos amplamente distribuidos na natureza associados com plantas
(couve, milho, cevada), carnes, laticinios, mingaus e silagens. Conhecidas como
culturas iniciadoras no processamento de produtos lacteos tais como, leites
fermentados, iogurtes, queijos e manteigas, sdo importantes comercialmente
também na fabricacdo de embutidos, carnes curadas, vinhos, cervejas, picles e
outros. No entanto, estas bactérias podem ser um problema para as indastrias de
alimentos, como contaminantes, podendo produzir sabores e aromas estranhos aos
produtos (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As BAL consistem de bastonetes ou cocos gram-positivos e compreendem 0s
géneros: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e, mais recentemente, o género
Lactococcus. Estas bactérias sdo geralmente mesoéfilas, mas podem crescer tanto a
5 € quanto a 45 C. Da mesma maneira, enquanto alg umas crescem a pH 4,0 - 4,5,
outras sdo ativas a pH 9,6 ou 3,2 (CAPLICE; FITZGERALD, 1999). Sdo oxidases

negativas, benzidinas negativas, catalase negativas com exce¢ao de algumas que
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produzem uma pseudo catalase e necessitam de porfirina férrica (CARR; CHILL;
MAIDA, 2002).

As BAL tém sido caracterizadas principalmente pela sua habilidade em formar
varios isbmeros de acido latico pela fermentacéo da glicose. O acido latico pode ser
extraido de produtos fermentados e analisado quanto a sua habilidade em girar a luz
polarizada. Se a rotacdo for para a direita recebe o nome de dextrégero (), se for
para a esquerda, levogero (L), ou uma mistura de ambos, denominada racémica
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999, CARR; CHILL; MAIDA, 2002). O &acido latico p(-)
ndo é metabolizado pelos humanos (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

As BAL sao agrupadas em homofermentativas ou heterofermentativas de
acordo com o produto final da sua fermentacéo (Figura 2) (CAPLICE; FITZGERALD,
1999; CARR; CHILL; MAIDA, 2002). As homofermentativas produzem &cido latico
como principal produto da fermentagcédo da glicose, apresentam a enzima aldolase,
gue fermenta glicose diretamente a acido lactico, gerando 2 moles de lactato por mol
de glicose. As heterofermentativas produzem outros produtos além do acido lactico,
incluindo dioxido de carbono, acido acético e etanol da fermentacdo da glicose,
utilizando a via alternativa da pentose monofosfato, convertendo as hexoses (agucar
de 6 carbonos) em pentoses (5 carbonos) pela enzima fosfocetolase, produzindo no
processo aldeidos e diacetil, substancias altamente desejaveis para formacdo de
aromas (CAPLICE; FITZGERALD, 1999; CARR; CHILL; MAIDA, 2002). As BAL
homofermentativas incluem o género Streptococcus (produz L(+) lactato) e
Pediococcus (produz oL lactato). As heterofermentativas abrangem o género
Leuconostoc e um subgrupo do género Lactobacillus, a Betabactéria. O Leuconostoc
produz o(-) lactato e a Betabactéria oL lactato (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As BAL tém sido consideradas agentes etiolégicos de doencas como
endocardites, bacteremias e septcemia em pacientes com sistema imune deprimido,
mas pesquisas recentes sugerem que estas bactérias podem fornecer uma
microbiota intestinal transitoria que competira com organismos potencialmente
perigosos, prevenindo doencas de natureza estabelecida (ADAMS, 1999; CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002).
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GLICOSE
HOMOLATICA HETEROLATICA
Glicosg-6-P Glicose-§-P
Futose-6-P J/
6-Fosfogliconato
Frutose-1-6-DP Ribulose-5-P
|
Gliceraldeido-3-P :_b Dihidroxicetona-P Xilulose-5-P
H,0 /
Gliceraldeido-3-P Acetil-P
\ 4
2 Piruvatos
Piruvato Acetaldeido
\ 4
2 Lactatos Lactato
Etanol

Figura 2. Esquema geral da fermentagéo da glicose
Fonte: CAPLICE e FITZGERALD (1999)
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A inibicdo de certos microrganismos por outros membros do habitat, ou
interferéncia microbiolégica, envolve mecanismos que inclui competicdo de
nutrientes, geracdo de ambiente desfavoravel e competicado pelo local de ataque ou
adesdo. Na atividade antimicrobiana das BAL, estdo envolvidas as producfes de
acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diéxido de carbono, diacetil,
antimicrobiano como reuterinas e bacteriocinas (ADAMS, 1999; CAPLICE;
FITZGERALD, 1999).

O antagonismo dos acidos organicos, incluindo o latico, acético e propidnico,
produzidos pelas bactérias durante a fermentagcdo, pode ser resultado da acéo
destes acidos sobre a membrana citoplasmatica das bactérias, interferindo com o
potencial de membrana e inibindo o transporte ativo. O acido acético € mais inibidor
que o latico e pode inibir leveduras, fungos e bactérias, enquanto o acido propiénico
pode inibir fungos e bactérias. A contribuicdo do acetaldeido e do etanol é minima
por sua baixa concentragao nestes produtos. (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Nas BAL a falta de catalase para quebrar o peroxido de hidrogénio gerado na
presenca de oxigénio, pode levar ao acumulo desta substancia o que poderia inibir
alguns microrganismos pelo forte efeito oxidante da membrana lipidica e proteinas
celulares (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

O diéxido de carbono formado nas fermentagfes heterolaticas pode criar um
ambiente anaerdbio, tOxico para microrganismos aerobios, através da acao sobre a
membrana celular e a reducéo do pH (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

O diacetil raramente esta presente em alimentos fermentados em quantidades
suficientes para produzir um efeito antibacteriano. No metabolismo do citrato, sua
producdo é reprimida pela fermentacdo das hexoses (CAPLICE; FITZGERALD,
1999).

As reuterinas sdo produzidas na fase estacionaria durante o crescimento
anaerobio do Lactobacillus reuteri em uma mistura de glicose e glicerol ou
gliceraldeido, afetando virus, fungos, protozoarios e bactérias, provavelmente pela
inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

Bacteriocinas sdo substancias primarias liberadas extracelularmente ou
produtos modificados da sintese ribossomal das bactérias, que apresentam atividade
antimicrobiana. O alvo das bacteriocinas € a membrana citoplasmatica das bactérias
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999).
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2.4.1 Lactobacillus

Lactobacilos sdo microrganismos muito exigentes que requerem carboidratos
fermentesciveis, aminoacidos, vitaminas do complexo B, acidos nucléicos e minerais
para crescimento, além dos nutrientes especificos de cada cepa (GOMES;
MALCATA, 1999).

O género Lactobacillus pode ser subdividido em trés grupos: betabactérias,
streptobactérias e thermobactérias, baseados na temperatura de crescimento e
reacOes bioquimicas (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As Betabactérias crescem a temperatura de 15T, sdo consideradas
heterofermentativas porque produzem CO, na fermentacdo da glicose e
freqientemente hidrolisam arginina. Sao importantes na producdo de alimentos
fermentados (L. brevis, L. fermentum, L. carnis, L. sanfrancisco, L. helviticus, L.
fermentum) (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As streptobactérias também possuem uma temperatura 6tima de crescimento
de 15C, sdo homofermentativas e sdo capazes de for mar CO, a partir do gluconato
e nao da glicose. Inclui um grande numero de microrganismos utilizados
extensivamente na produgcdo de alimentos e fermentagcbes industriais e s&o
encontrados naturalmente associados a varios vegetais como repolho (L. plantarum),
milho (Streptococcus lactis), leite (L. casei) e queijos (L. plantarum e L. lactis)
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As Termobactérias (L. delbruecckii sp. bulgaricus e L. delbruecckii sp. lactis),
sdao homofermentativas e crescem a 45C. Sao importantes em bebidas
fermentadas, em varios queijos e outros produtos lacteos (CARR; CHILL; MAIDA,
2002).

Com o objetivo de identificar os principais fatores que influenciam o
crescimento e a atividade metabdlica de bactérias acido lacticas em substrato de
cereal, Charalampopoulos, Pandiella e Webb (2002a) estudaram o crescimento de
quatro bactérias acido lacticas (L. fermentum, L. reuteri, L. acidophilus e L.
plantarum), potencialmente probidticas em culturas de malte, cevada e trigo sem
controle do pH. O meio de cultura com malte foi o que proporcionou o melhor
crescimento de todas as cepas, devido a sua composicdo quimica, ou seja, por
apresentar maior contetido de agucar e de nitrogénio amino livre. O L. plantarum e o

L. fermentum foram mais resistentes as condi¢cfes acidas do que o L. reuteri e o L.
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acidophilus. Em todas as fermentacdes o crescimento cessou com valores de pH
entre 3,73 e 4,88, valores menores do que os observados na fermentagcdo com
malte, o que sugere que a deficiéncia do substrato em acucares e nitrogénio amino

livre contribuiu para a limitacdo do crescimento.

2.5 Probidticos

A palavra probiotico, do grego “para a vida”, nos ultimos anos tem sido
utilizada de diversas formas (GOMES; MALCATA, 1999). Foi originalmente proposta
para descrever compostos produzidos por um protozodario que estimulavam o
crescimento de outros. Na década de 70 foi expandida para abranger extratos
vegetais que estimulavam o crescimento microbiano e, mais tarde, utilizada para
descrever suplementos alimentares para animais que exerciam efeito benéfico ao
hospedeiro, contribuindo para o seu balanco microbiano intestinal. Atualmente,
probiotico € definido como microrganismos viaveis que exercem um efeito benéfico
sobre a salde de seu hospedeiro, apGs sua ingestdo, melhorando as propriedades
de sua microbiota intestinal (GOMES; MALCATA, 1999).

A Food and Agriculture Organization (FAO, 2001) define probidtico como
microrganismos vivos que administrados em quantidades adequadas produzem
efeitos benéficos a saude do hospedeiro.

Os efeitos benéficos dos probibdticos podem ocorrer através de um efeito
antagonista contra grupos especificos de organismos (enterobactérias patogénicas),
resultando na sua diminuicdo, afetando seu metabolismo no intestino ou pela
estimulacdo da imunidade (FULLER, 1989; KALANTZOPOULOS, 1997). Os
possiveis modos de acdo dos probidticos estdo relacionados com a supressédo de
células viaveis, através da producdo de compostos antibacterianos, competicdo por
nutrientes e competicdo pelos sitios de adesdo; alteracdo do metabolismo
microbiano, com o aumento ou diminuicdo da atividade enzimética e estimulagéo da
imunidade, com um aumento dos niveis de anticorpos e da atividade macrofagica
(FULLER, 1989).

Muitas bactérias acido lacticas sédo consideradas probidticas por
proporcionarem efeitos benéficos em humanos e animais, por aumentarem a
microbiota normal no trato gastrintestinal (FULLER, 1989; ADAMS, 1999). Acredita-
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se que a presenca destas bactérias pode prevenir infec¢des intestinais virais inibindo
as patogénicas. Estudos duplo-cego placebo controlado suportam o argumento de
gque essas bactérias promovem a saude aumentando a barreira da mucosa intestinal
contra patégenos (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

A ingestdo de probidticos tem sido considerada efetiva contra alergias
alimentares, na reducdo da severidade da dermatite atépica, doenca de Crohn, colite
ulcerativa, diarréia associada a antibidtico e gastroenterite aguda devido ao
rotavirus. O Lactobacillus GG tem sido associado com um aumento no nivel da
resposta imune em relacdo ao rotavirus, um aumento no total de células secretoras
de anticorpos bem como no nivel de imunogobulina A (Ig A) (CARR; CHILL; MAIDA,
2002).

As bactérias probidticas, utilizadas atualmente em produtos comercializados,
sao principalmente do género Lactobacillus e Bifidobacterium (GOMES; MALCATA,
1999; HELLER, 2001; CHARALAMPOPOQULOS, et al., 2002b). As espécies de
Lactobacillus de maior interesse sédo L. acidophilus, L. casei, L. crispatus, L.
gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii, L. murinus, L. intestinalis, L. plantarum, L. reuteri,
L. ruminis, L. rhamnosus e L. salivarus. Do género das Bifidobacterium séao
B.bifidum, B. longum, B. infantis e B. animalis (KLAENHAMMER; KULLEN, 1999).

Diversos estudos tém sido realizados para verificar os efeitos terapéuticos dos
probioticos nos disturbios e infecgdes intestinais, atividade antitumorogénica, acao
hipocolesterolémica, principalmente de leites fermentados com Bifidobacterium e
Lactobacillus acidophillus (FULLER, 1989; KALANTZOPOULOS, 1997; GOMES;
MALCATA, 1999), mas estudos clinicos adicionais ainda sdo necessérios para
confirmac&o.

Uma longa histéria de consumo, dados epidemioldgicos disponiveis, testes
clinicos e estudos de toxicidade aguda sugerem que as bactérias acido-laticas
normalmente encontradas nos alimentos fermentados e utilizadas na fabricacdo de
probioticos sdo seguras. No entanto, a introducdo de novas cepas probioticas deve
ter uma avaliagcdo mais detalhada quanto a sua seguranca, principalmente, as cepas
modificadas geneticamente ou de origem animal (ADAMS, 1999).

As propriedades mais importantes para um bom probidtico incluem tolerancia
a acidez e a bile, para manter o numero de células viaveis adequado durante o

armazenamento e durante a passagem pelo trato gastrointestinal e aderéncia a
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mucosa intestinal para colonizagcéo e produgéo de substancias antimicrobianas com
concomitante inibicdo de patdgenos (FULLER,1989; GOMES; MALCATA, 1999).

Considera-se que as bactérias acido laticas sédo efetivas como probidticos
quando os niveis no célon intestinal de 10° UFC (Unidades Formadoras de Col6nias)
sdo mantidos (CARR et al., 2002). Gomes e Malcata (1999), relatam que é essencial
que os produtos probidticos fermentados contenham um numero satisfatério de
células ativas no momento do consumo, ou seja, a0 menos 10 ® UFC/mL, pois a
dose terapéutica minima diaria é considerada de 10® a 10° células viaveis obtidas
através da ingestdo de 100 g de produto, contendo 10° a 10’ células viaveis por mL
e que ainda, é necessario que estes produtos sejam consumidos regularmente para
manter o efeito desses microrganismos sobre a composi¢cado da microbiota intestinal.

Segundo Shah (2000) a maioria dos paises néo estabeleceu padrdes para a
contagem de células viaveis em produtos probioticos. No Japao, a Associacdo dos
Produtores de Leites e Bebidas Lacteas Fermentadas, estabeleceu que este tipo de
produto deve conter 10’ células vidveis por mL. A legislacdo brasileira também n&o
estabelece padrao para estes produtos (BRASIL, 2002).

A incorporacao de cepas probidticas em alimentos tem sido muito utilizada na
industria de laticinios na producdo de leites fermentados, iogurtes e queijos
(GOMES; MALCATA, 1999; CHARALAMPOPOULOQOS, et al., 2002 b), no entanto,
segundo Mattila-Sandholm et al. (2002), a aplicacdo de culturas probidticas em
alimentos néo lacteos representa um grande desafio.

A viabilidade de um probidtico em uma matriz alimenticia depende de fatores
como pH, temperatura de estocagem, nivel de oxigénio e presenca de
microrganismos competidores e inibidores (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

Muitos alimentos tradicionais de fermentacdo acido latica, aléem dos leites
fermentados, sdo disponiveis e raramente considerados como carreadores de
probioticos. Lactobacillus crescem espontaneamente em cereais fermentados como
a Togwa, uma bebida fermentada feita de sorgo e milho, consumida regularmente
por bebés na Tanzania. Esta bebida aumenta a barreira da mucosa intestinal em
criangas de 6 a 25 meses com diarréia aguda (MOLIN, 2001).

Segundo Sanni, Morlon-Guyot e Guyot (2002), as fermentacfes tropicais
podem ser exploradas como fontes de novos probidticos, pois estas cepas
apresentam tolerancia a sais biliares e pH igual a 2, indicando que podem sobreviver

a passagem pelo estdbmago antes de chegar ao intestino humano. Estes autores
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relatam que cepas de L. fermentum e L. plantarum com estas caracteristicas foram
isolados de uma pasta de milho fermentada produzida em Gana.

Um produto probiético a base de farinha de aveia fermentada com L.
plantarum 299v e misturado ao suco de fruta em uma concentragdo de 5%,
contendo aproximadamente 5x10'° UFC/mL no produto final, foi lancado na Suécia
em 1994. O L. plantarum € encontrado em alimentos fermentados de origem vegetal
(MOLIN, 2001), sendo que nos paises africanos a mandioca € principalmente
consumida apoés fermentacdo &cido latica, na qual o L. plantarum é normalmente a
bactéria predominante (MOORTHY; MATHEW, 1998, OYEWOLE; ODUNFA,1990).

Nsofor et al. (1996), produziram iogurte de soja utilizando como inéculo,
exsudato de mandioca fermentada por 24 a 48 horas a 42<C, apresentando um gel
firme e aroma similar ao do iogurte. O indculo continha bacilos e cocos gram
positivos e, ndo foram dependentes de lactose para adequada producao de acido. A
auséncia de constituintes do leite em iogurte de soja manufaturado com essa cultura
iniciadora pode ser vantajosa para pessoas alérgicas ao leite de vaca.

As caracteristicas da fermentacdo do amido de mandioca e as aguas
resultantes do processo podem apresentar propriedades probidticas, porém até os
dias de hoje, apenas uma citagdo pratica indica esta possibilidade.

2.6 Produtos fermentados de mandioca

2.6.1 Gari

O gari € um dos produtos mais pesquisados entre os varios produtos
fermentados derivados da mandioca, pois é um alimento béasico na Africa. E
produzido a partir de raizes de mandioca amargas, recém colhidas, descascadas,
lavadas e raladas ou trituradas. A polpa é mantida em sacos de juta, sob pedras,
para facilitar o escoamento do liquido durante a fermentacao por 4 dias. O residuo é
tostado em panelas de ferro e apresenta um fraco sabor acido (PADMAJA, 1995;
IUWOHA; EKE, 1996). O suco extraido contém a maior parte dos glicosideos
cianogénicos toxicos e é descartado (PADMAJA, 1995)

Na fermentagéo do Gari, observa-se no periodo inicial um r4pido crescimento

de bactérias, enquanto no periodo final de fermentacdo as leveduras s&o
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predominantes. Inicialmente os microrganismos Corynebacterium sp. e Geotrichun
candidum foram considerados responsaveis pela formacéao de acido, sabor e aroma.
Estudos posteriores demonstraram que o Lactobacillus plantarum produzia o
conjunto sabor aroma mais tipico do gari. Cinco géneros estdo envolvidos com a
fermentacdo do gari: o Leuconostoc, o Alcaligenes, o Corynebacterium, o
Lactobacillus e a Candida. Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroids
estavam presente em grande numero durante as 96 horas de fermentacdo e
Corynebacterium manihot e Geotrichun candidum somente nas primeiras 48 horas.
Portanto, as bactérias acido laticas parecem predominar durante a fermentacéo
(MOORTHY; MATHEW, 1998). Segundo Okafor, Umeh e Lbenegbu (1998), L.
delbruckii, L. coryneformis, e Saccharomyces sp., isolados na fermentagao do gari,

foram considerados os maiores produtores de linamarina, lisina e amilase.

2.6.2 Fufu

O fufu € um alimento fermentado popular na Africa, produzido pela maceracdo
das raizes de mandioca, descascadas, lavadas e cortadas em pedacos de 20 cm,
colocadas em potes de ceramica com agua ou em um pequeno fluxo de agua, por 4
a 5 dias. Durante este periodo a mandioca fermenta e amacia, liberando acido
cianidrico na agua de maceracédo e produzindo sabor e aroma caracteristicos. A
mandioca é entdo desintegrada e passada por peneira, ficando em repouso por 3 a
4 horas. A 4gua é decantada e o sedimento € colocado em sacos e submetido a
pressdo para eliminar o restante da agua (IUWOHA; EKE, 1996; MOORTHY;
MATHEW, 1998). O sedimento € o fufu que pode ser consumido apos gelatinizagédo
com agua para formar uma pasta (IUWOHA; EKE, 1996). A sua producéo envolve
fermentacao por bactérias laticas (Bacillus, Lactobacillus, Klebsiella, Leuconostoc e
Corynebacterium) e pela levedura Candida sp, dos quais apenas o Bacillus sp, e
Corynebacterium hidrolisam o amido (OKAFOR; IJIOMA; OYOLU , 1984; DEMIATE;
OETERRER; WOSIACKI, 1994; MOORTHY; MATHEW, 1998). Segundo Oyewole e
Odunfa (1990), Lactobacillus plantarum foi a bactéria acido latica predominante

durante a producéao do fufu.
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2.6.3 Lafun

O lafun é uma farinha de mandioca fermentada e seca (semelhante a farinha
de mandioca puba brasileira), consumida na Nigéria. Raizes inteiras ou pedacos de
mandioca descascadas e lavadas sdao macerados em agua por 4 a 5 dias, para
fermentacdo e amaciamento. Apds este periodo, sdo secas ao sol por 2 dias,
moidas e peneiradas. A farinha é adicionada a agua em ebulicdo com agitacao
constante até formar uma pasta, que é servida com sopas (IUWOHA; EKE, 1996;
MOORTHY; MATHEW, 1998). Os cinco grupos microbianos encontrados na
fermentacao deste produto sdo similares a outros produtos de mandioca fermentada:
Bacillus sp., Klebsiella sp., Leuconostoc sp., Corynebacterium sp., Candida sp. e
Lactobacillus sp. (MOORTHY; MATHEW, 1998).

2.6.4 Attieke

Produto fermentado popular em Gana semelhante ao fufu, com uma diferenca
nos estagios finais, quando é submetido ao vapor (MOORTHY; MATHEW, 1998).

2.6.5 Ckickwangue

E o mais popular produto de mandioca processado no Zaire. As raizes s&o
descascadas, maceradas por 3 a 5 dias até o amaciamento. As fibras sdo removidas
da polpa, que é mantida em uma prateleira para posterior fermentagdo ou cobertas
com folhas e pressionadas utilizando objetos pesados para drenar o excesso de
liquido. A polpa é entdo triturada sobre uma pedra ou mortar, envolvida em folhas de
plantain ou espécies da familia Zingiberaceae, amarradas firmemente e cozidas ao
vapor. O produto final € uma pasta mais espessa que o fufu (MOORTHY; MATHEW,
1998).

2.6.6 Agbelima
Produto de mandioca fermentado muito consumido em alguns paises da

Africa (Gana, Benin e Togo). E uma farinha fermentada de mandioca, onde um

in6culo produzido a partir da prépria mandioca fermentada por 2 a 4 dias (Kudeme),
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é triturado junto com a mandioca descascada e deixado fermentar por 2 a 3 dias
(AMOA-AWUA; JACOBSEN, 1995). A microbiota encontrada tanto no in6culo quanto
na pasta fermentada foi Bacillus sp., Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacillus brevis (AMOA-AWUA; JACOBSEN, 1995; AMOA-
AWUA; APPOH; JAKOBSEN et al., 1996).

2.6.7 Mandioca Puba

Processo utilizado pelos indios brasileiros, absorvido pelos escravos e
transferido para o continente africano (SILVEIRA; CARVALHO; PILON, 1999). As
raizes sdo colocadas diretamente em agua estagnada ou dentro de um saco
mantido em agua corrente, permanecendo assim de 3 a 7 dias, até que amolecam e
comecem a soltar a casca. O periodo de maceracdo depende do cultivar, da idade
das raizes, da temperatura e do pH da agua. Em seguida, as raizes sdo esmagadas
em peneiras ou cochos de madeira e secas ao sol ou em forno. Segundo Almeida
(1992), citado por Silveira, Carvalho e Pilon (1999), os microrganismos envolvidos
com a fermentacdo da mandioca puba sdo do tipo enterobactérias, corinebactérias,
lactobacilos, leuconostoc, enterococos e leveduras formadoras de peliculas,
ocorrendo alteragdes na populagdo microbiana durante a fermentacdo. Também
estdo envolvidas na fermentacédo: enzimas amiloliticas e pectinoliticas, degradacéo
do glicosideo cianogénico, o metabolismo das dextrinas e de acucares em

compostos como acidos, alcoois, aldeidos, ésteres e cetonas.

2.6.8 Fécula de Mandioca fermentada (polvilho azedo )

A substancia amilacea extraida de raizes da mandioca através de
decantacgdo, centrifugacdo ou outros processos tecnoldgicos adequados recebe o
nome de fécula (BRASIL, 1978).

O amido da mandioca € utilizado na producao de diversos produtos tanto na
industria alimenticia, na producdo de polvilho doce, polvilho azedo (utilizados na
confeccdo de pdes de queijo, biscoitos), massas alimenticias e panificaveis
(macarrdo, pao, bolachas e bolos), espessantes (em sopas, pudins, alimentos
infantis), sagu, tapioca, como na industria de papel, téxteis, ligas ceramicas,
cosméticos, medicamentos entre outros (EL-DASH, 1987; VILELA; FERREIRA,
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1987). Os teores de amido das raizes da mandioca variam de 20 a 30 % na matéria
umida e de 80 a 90 % na matéria seca (VILELA; FERREIRA, 1987).

O processo de producdo do amido consiste na colheita, lavagem,
descascamento, picagem e/ou ralacdo das raizes, prensagem e tamisacdo da
massa sob agua corrente. O baga¢o acumulado € eliminado e, a fécula é arrastada
pela dgua e separada desta por decantacdo em tanques ou por centrifugacdo. A
fécula obtida é entdo desidratada em secadores de tunel ou flash-dryer (VILELA;
FERREIRA, 1987).

A fécula fermentada, conhecida como polvilho azedo no Brasil é obtida pela
fermentacdo natural da fécula doce da mandioca (DEMIATE, et al., 1999). A
legislacao brasileira classifica o polvilho em doce e azedo, tendo como base apenas
a acidez titulavel, que para alimentos fermentados deve ser no maximo de 5,0 mL de
NaOH N/100g (BRASIL, 1978).

O polvilho azedo é um produto tipicamente regional, produzido principalmente
nos estados de Minas Gerais, Parana, S&o Paulo e Santa Catarina, sendo
processado, muitas vezes, por pequenas industrias rurais (WESTBY; CEREDA,
1994). Este produto é utilizado na fabricagédo do biscoito de polvilho e pdo de queijo.
Apesar do baixo teor de proteina sua expansao € excelente (FIGUEROA; DAVILA;
POURQUIE, 1995).

O processo fermentativo altera o granulo do amido, conferindo ao polvilho
azedo caracteristicas peculiares, como modificacdo de sabor e aroma e alteracao da
sua reologia (PARADA; FABRIZIO; MARTINEZ, 1996; DEMIATE et al.,, 1999). A
atividade microbiana durante a fermentacao promove modificacbes nas propriedades
funcionais do amido, que sdo essenciais para que a massa do biscoito se expanda
durante a coccao (RIVERA, 1996)

A producédo do polvilho azedo (Figura 3), apresenta basicamente o0 mesmo
processo que a extracdo da fécula. Apos a separacdo da fécula por decantacao,
esta é transferida para tanques de fermentacdo, recobertas por uma camada de
agua com cerca de 20 cm, onde deve permanecer por um intervalo de tempo de 20
a 60 dias, variando de acordo com as condi¢des climaticas. Considera-se 0 processo
acabado quando ha formacdo de espuma na superficie e formacdo de bolhas
persistentes no interior da massa com desprendimento de forte odor caracteristico,

queda rapida do pH e aumento da acidez titulavel.
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Raiz de Mandioca

Agua —* Lavacgéo — Agua
residual
A 4 A 4
Agua Desintegracéao Liquido
reciclado
Separacao |« Separag_élo
(1° estagio) (2° estagio) [ > Polpa
> ‘| Agua
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Sedimentacao .
¢ — > Agua
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A 4
. Fermentacao
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polvilho azedo

Figura 3 Processo de producao de amido de mandioca fermentado (adaptado de

Marder et al., 1996).
Rota alternativa durante a entressafra da mandioca
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A secagem é feita ao sol, por um periodo de 8 a 14 horas, dependendo das
condicdes climaticas (NAKAMURA; MORAES; MARTUCCI, 1976; CEREDA, 1987,
WESTBY; CEREDA, 1994; SILVEIRA et al., 2000, 2003). A secagem do polvilho
azedo ao sol € essencial para a elevada expansdo ao forno e provavelmente se
deve a degradacdo oxidativa (DEMIATE, et al., 2000). A maioria dos produtores
inicia 0 processamento pela raiz da mandioca, no entanto, muitos fermentam o
polvilho doce extraido e armazenado durante a safra (CEREDA, 1987; WESTBY;
CEREDA, 1994).

O polvilho azedo é tradicionalmente produzido por fermentacdo natural
(DEMIATE, et al., 1999), a partir da microbiota normal presente na fécula de
mandioca. O tempo de fermentacéo € variavel e a qualidade do produto € irregular
(PARADA; FABRIZIO; MARTINEZ, 1996), sendo impossivel obter um produto com
as mesmas caracteristicas, mesmo tendo igual origem (FIGUEIROA, 1991, citado
por SILVEIRA, etal., 2000). Segundo Figueroa, Davila e Pourquié (1995), devido a
auséncia de agitacao e aeracéo e ao alto teor de solidos (cerca de 50%), condi¢cdes
anaerobicas prevalecem durante todo o processo.

As diferentes condi¢cdes climaticas brasileiras selecionam a microbiota
predominante nos processos fermentativos, ocorrendo diferencas na acidez e
composicdo de acidos organicos em polvilho azedo produzidos em diferentes
estados brasileiros (SILVEIRA et al., 2003). Segundo Cereda (1987), a temperatura
de 30C favorece a fermentacado butirica com predomi nio do Clostridium butyricum,
mas em temperaturas de 12 a 20C a fermentacdo latica € favorecida, com
predominio da microbiota latica, principalmente Lactobacillus, bactérias esporulantes
Gram positivas e leveduras.

Para acelerar a fermentacao e reduzir o tempo de permanéncia da fécula nos
tanques de fermentacgédo, alguns produtores utilizam como in6culo o polvilho da safra
anterior deixando os tanques sujos de uma safra para outra ou colocando no fundo
do tanque um pouco de fécula fermentada (CEREDA, 1987). No inicio da
fermentacdo, o amido € a principal fonte de acucar fermentavel e varias cepas de
bactérias acido laticas isoladas da fermentacdo natural do amido de mandioca
apresentam atividade amilolitica (BRABET et al.,1996; SANNI; MORLON-GUYOT;
GUYOT, 2002). O processo fermentativo do amido foi estudado por diversos
autores, sendo predominantemente latica (CARDENAS; BUCKLE, 1980;
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CARVALHO et al., 1996; PARADA; FABRIZIO; MARTINEZ, 1996; SILVEIRA et al.,
2003).

Marcon (2004) desenvolveu um método de fermentacdo, no qual é adicionado
maior quantidade de agua e glicose melhorando o processo fermentativo. A adi¢cao
de glicose na concentracdo de 0,5 % ao meio de fermentacdo, contribuiu para
duplicar a velocidade de fermentacédo, passando de 40 dias (sem adic&o de glicose)
para 20 dias (com 0,5 % de glicose).

No processo de fermentacdo do amido de mandioca, um ambiente acido é
alcancado apés 2 ou 3 dias de fermentagdo. Durante este periodo o pH diminui de
6,5 para 3,5, permanecendo estavel por até 20 dias. O principal acido orgéanico
encontrado é o acido latico (66 a 82%), o que demonstra o papel das bactérias acido
laticas no processo, 0s acidos remanescentes sao acido aceético e butirico
(CARDENAS; BUCKLE, 1980).

Bangou (1995) citado por Demiate et al., (1999), estudou a fermentacdo do
amido de mandioca a duas diferentes temperaturas, 20 e 35T, por um periodo de
15 dias e determinou o conteudo de acido latico e butirico. A 35T o acido butirico foi
encontrado em maior quantidade (1,38 mg/g), seguida do acido latico (0,93 mg/g). A
20C, ocorreu o contrério, ou seja, 0 componente em maior concentragdo foi o 4cido
latico (2,47 mg/qg).

Demiate et al. (1999), ao analisarem 29 amostras de amido de mandioca
fermentado da regido sul e sudeste adquiridos diretamente das fabricas ou do
comeércio, obtiveram os seguintes resultados: das 8 amostras do estado do Parana,
somente uma nado apresentou 4cido butirico na sua composicao; das 11 amostras de
Santa Catarina, 6 apresentaram os acidos tipicos do amido de mandioca fermentado
(acidos lactico, aceético, butirico e propiénico) e 5 apresentaram acido latico e acético
ou somente acido latico; das 6 amostras de Minas Gerais, 5 apresentaram acido
latico e acético e, somente uma apresentou acido butirico em sua composicao,
demonstrando assim, uma grande heterogeneidade no perfil de acidos organicos
obtidos na fermentacao do polvilho azedo.

A microbiota encontrada por Cardenas e Buckle (1980), no amido de
mandioca fermentado esteve predominantemente constituida por bastonetes Gram-
positivos, identificados como bactérias acido laticas, sendo que o Lactobacillus
plantarum foi o mais comum em varias amostras examinadas, sozinho ou

acompanhado do Lactobacillus casei. Colbnias de leveduras também foram
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encontradas, assim como o fungo Geotrichum candida. Uma vez que nenhum
in6culo foi acrescentado, estes microrganismos podem estar presentes no ambiente,
tanques de fermentacdo ou em equipamentos.

Figueroa, Davila e Pourquié (1995) identificaram uma sucessao de bactérias
durante a fermentagdo, apresentando inicialmente uma populacdo de cepas
heterofermentativas e a segunda populagdo de homofermentativas com
predominéancia do Lactobacillus plantarum.

CEREDA (1973) citado por DEMIATE et al. (1999), dividiu a fermentacédo do
amido em trés fases distintas. Na primeira fase, 0s microorganismos responsaveis
por estabelecer condicbes favoraveis a fermentacdo incluem Achromobacter,
Escherichia, Pseudomonas, Alcaligenes, Bacillus e Clostridium. Na segunda fase,
aparecem 0S microrganismos acidogénicos mais exigentes nutricionalmente
(microrganismos microaerdfilos, facultativos ou anaerébios estritos). Na terceira fase,
aparecem 0s microrganismos saproéfitas e contaminantes como Bacillus e alguns
fungos. Nesta etapa, ocorre a formacédo de compostos responsaveis pelo aroma e
sabor do polvilho.

Carvalho et al. (1996), ao verificarem as condi¢cdes de processamento de
polvilho azedo relacionaram 590 culturas das quais 23 (3,9 %) perderam a
viabilidade de crescimento durante a fermentacdo. Estes pesquisadores
identificaram 567 dos isolados, sendo que 3,1 % eram bactérias gram negativas; 2,2
%, leveduras; 7,8 %, bactérias dos géneros Bacillus e Corynebacterium; 2,4 %,
Staphylococcus e Micrococcus, possivelmente como contaminantes do processo e
80,6 % como bactérias acido-laticas. Mesmo com o decréscimo do pH do meio de
fermentacdo (6,97 para 3,87), nao foi verificado alteracdo no numero de
microrganismos totais durante todo o processamento do polvilho azedo (CARVALHO
et al.,1996).

A contagem total de microrganismos aerébios mesdfilos, realizadas em duas
fecularias em Minas Gerais por Silveira et al. (2003), ndo sofreram alteracdes
significativas durante a fermentagédo da fécula (contagem média de 10® UFC/g),
sendo somente observada uma mudanca na microbiota devido a diminuicdo do pH.
A microbiota acido-latica foi predominante, com maior participacdo do género
Lactobacillus, seguido de Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e
Lactococcus.
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Parada, Fabrizio e Martinez (1996), estudaram a microbiota de amido de
mandioca fermentado na mesma época em dois anos consecutivos de duas
pequenas unidades de producdo na Colémbia. Os principais microrganismos
encontrados foram Bacillus sp., Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Saccharomyces, Penicllium e Aspergillus, sendo que nenhum coliforme foi
encontrado. No final da fermentagdo, somente microrganismos &cido-tolerantes
sobreviveram. A composicdo e densidade microbiana das amostras de dois
diferentes produtores foram muito semelhantes. O maior produto da fermentacao foi
acido latico (60 a 62%), seguido do acido acético (5 a 10%) e acido butirico (0 a 3
%).

Duas novas cepas de Lactobacillus homofermentativos e com atividade
amilolitica foram isoladas do amido de mandioca fermentada na Colémbia por
Morlon-Guyot et al. (1998), denominadas Lactobacillus manihotivorans. Ampe
(2000), utilizando sondas de hibridizagdo com base em sequéncias de rRNA,
concluiu que este Lactobacillus representava cerca de 20% do total de BAL.

Lacerda (2002), isolaram os seguintes Lactobacillus em polvilharias de Minas
Gerais: L. jensenii-similar, L. manihotivorans, em aerobiose e L. acidophilus e L.
manihotivorans em anaerobiose. A espécie heterolatica mais freqiiente encontrada
em aerobiose e anaerobiose foi o L. plantarum. As leveduras identificadas foram
Galactomyces geothricum, Issatchenkia scutulata var. exigua-similar e Céandida
ethanolica. As leveduras parecem ter um importante papel na sobrevivéncia e
atividades de bactérias acido laticas durante a fermentacdo da mandioca, pois
através da sua atividade amilolitica, estdo envolvidas na quebra do amido em
acucares simples, os quais sao convertidos pelas bactérias acido laticas em acidos
organicos (CARDENAS; BUCKLE, 1980; OYEWOLE, 2001).

Mante, Sakyi-Dawson e Amoa-Awua (2003), concluiram em um estudo sobre
interacdes microbianas entre espécies envolvidas na fermentagdo da mandioca, que
a espécie dominante, L. plantarum foi capaz de inibir o crescimento de outros
Lactobacillus e que nenhuma inibicdo de leveduras foi observada, o que eles

atribuem a um provavel efeito sinergistico.
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2.7 Residuos do processamento da mandioca

As principais formas de processamento da mandioca no Brasil sdo a farinha
de mandioca e extracdo do amido. A primeira gera principalmente residuos solidos,
enguanto a segunda, residuos liquidos. Os residuos sélidos sdo a casca marrom, a
casca interna, raizes ndo utilizaveis, farelo, bagaco e restos de farinha. Os residuos
liquidos sdo gerados durante a prensagem da mandioca para fabricar a farinha e
durante a extragdo do amido e s&o denominados manipueira. Na extracdo do amido
a manipueira (dgua vegetal) é diluida pela dgua utilizada no processo, reduzindo sua
carga organica e o conteudo de cianideos (CEREDA; TAKAHASHI, 1996).

O volume médio de manipueira por fabrica de extracdo do amido é 3,68 m/t
de raizes (CEREDA; TAKAHASHI, 1996; PANDEY et al., 2000;). O conteudo de
cianogénicos tende a ser alto, uma vez que quase todos os glicosideos cianogénicos
da raiz desintegrada sédo carreados pelas substancias sollUveis e insolUveis em
suspensao neste residuo, variando de acordo com o cultivar. A descarga organica,
também é alta e varia com o tipo de processamento. Fecularias geram em torno de
600 litros de manipueira diluida por tonelada de mandioca, com menos de 5% de
matéria organica, 60 ppm de cianeto (CN) e Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) de 5000 mg O,/L (CEREDA; MATTOS, 1996). Segundo Sobrinho (1975),
citado por Cereda e Mattos (1996), o residuo liquido despejado no solo ou em
cursos d"agua causa poluicdo equivalente a produzida por 150 a 250 habitantes por
dia. Em Santa Catarina, a poluicdo causada por estes residuos corresponde a 460
habitantes por dia (ANRAIN, 1983 citado por CEREDA; TAKAHASHI, 2002).

Lima (2001), avaliando a producéo de residuos por trés fecularias localizadas
em Santa Rosa do Sul (SC), observou uma variacdo na producdo de residuos
liguidos (agua vegetal) de 3768 Kg a 7147 Kg/ton de mandioca processada
contendo aproximadamente 11000 mg/L de solidos totais, 10,5 a 13 mg/L de cianeto
e uma demanda quimica de oxigénio (DQO) de 11864 a 15570 mg/L e (Tabela 5).
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Tabela 5 Composicéo da agua vegetal gerada no processo de producédo de polvilho
em Santa Rosa do Sul (SC)

Empresas
Parametros A B C
DQO (mg/L) 14.097 15.570 11.864
N (mg/L) 439,95 443,20 343,20
P(mg/L) 4,93 6,28 0,85
Solidos totais(mg/L) 11.967 11.692 10.999
CN(mg/L) 10,50 13 11
Solidos sedimentaveis(mg/L) 74 96 54
PH 4,9 3,7 55

Fonte: Lima (2001).

Siller e Winter (1998), relatam que dependendo do teor de glicosideos
cianogénicos da mandioca utilizada na fabricacdo do amido, a concentracdo de
cianideos no liquido residual pode chegar até a 200 mg/L.

A presenca de cianeto ou compostos cianogénicos na agua tem efeito
significativo sobre a atividade biol6gica dos ecossistemas. A maioria das industrias
de processamento de mandioca utiliza como Unica forma de tratamento, a
degradacgéo natural, que consiste no confinamento do efluente sob a acdo natural
dos seguintes fatores: volatilizacdo de HCN, hidrdlise do cianeto livre e complexado,
fotodecomposicao, precipitacdo de compostos insolliveis e acdo microbiana local.
Este processo € lento e acarreta a retencéo destes residuos nestes locais por longo
tempo (PANTAROTO; CEREDA, 2001)

A manipueira foi sempre desprezada sem qualguer aproveitamento
econbmico. Mas, atualmente, tem sido vista como subproduto passivel de ser
aproveitado em outras atividades (PANTAROTO; CEREDA, 2001)

Conforme Damasceno et al. (2003), alternativas para utilizacdo dos residuos
sd0 necessdrias para diminuir a poluicdo ambiental e aumentar o valor destes
residuos. Pesquisas tém sido realizadas para encontrar aplicacbes Uteis dos
efluentes das industrias de produtos de mandioca. O residuo liquido pode ser fonte
de material bruto para processos fermentativos, como a produgcédo de biomassa
lipidica, producdo de biogas, acido citrico e fertirrigacdo (PANTAROTO; CEREDA,
2001).
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A composicao do residuo liquido de uma industria de farinha de mandioca em
Séao Paulo, analisada por Damasceno et al. (2003), pode ser visualizada na Tabela
6. Uma das alternativas para a utilizacdo deste residuo € como substrato para o
cultivo de Geotrichum fragrans, um microrganismo aerébio também isolado do
residuo liquido, resistente ao cianideo. Este microrganismo produz aroma de frutas a
partir de compostos volateis (DAMASCENO et al., 2003). Os compostos volateis
identificados por Damasceno et al. (2003), utilizando este residuo para o cultivo de
Geotrichum fragrans apos 72 horas de fermentacdo foram: 1-butanol, 3-metil 1-
butanol (&lcool isoamilico), 2-metil 1-butanol, 1-3 butanodiol e feniletanol, acetato de
etila, propionato de etila, 2-metil etil propionato e acido 2-metil propandico

Tabela 6 Composi¢do do residuo liquido de uma fabrica de
farinha de mandioca (S&o Paulo)

Componentes Concentracao
pH 5,5
sélidos totais (g/L) 62
Acucares totais (g/L) 58,2
Acucares redutores(g/L) 38
Frutose(g/L) 14,9
Glicose (g/L) 22,3
Maltose (g/L) 0,8
Acucares nao redutores(g/L) 20,2
Dextrinas (g/L) 1,5
Sacarose (g/L) 18,7
Nitrogénio total (g/L) 1,6
Fosforo (mg/L) 83,3
Potassio (mg/L) 895
Célcio (mg/L) 184
Magnésio (mg/L) 173
Enxofre (mg/L) 38
Ferro (mg/L) 8
Cobre (mg/L) 0,8

Fonte: Damasceno et al. (2003)
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Cérdenas e Buckle (1980), relatam que na fermentacdo do amido de
mandioca na Colombia, durante a fermentacdo, uma camada escura formada na
superficie do amido é retirada até a superficie ficar clara. Este residuo € denominado
“Mancha” e consiste de amido e material protéico, sendo utilizado para alimentacéo

animal.

2.8 Analise toxicoldgica

A Resolugdo n°16 de 30 de abril de 1999 (BRASIL, 1999) define como
alimentos novos e/ou novos ingredientes, os alimentos ou substancias sem historico
de consumo no Pais, ou alimentos com substancias jA consumidas, e que,
entretanto venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos
alimentos utilizados na dieta regular e estabelece a exigéncia de comprovacéo de
seguranca de uso através de ensaios nutricionais e ou fisiolégicos e ou toxicologicos
em animais de experimentacao, ensaios bioquimicos, entre outros.

Os estudos de toxicidade sdo geralmente divididos em trés categorias:
estudos de toxicidade aguda, envolvendo a administracdo de uma dose Unica da
substancia teste ou diversas administracdes em um periodo de 24 horas; estudos
sub-agudos e subcronicos, onde repetidas administracdes sdo feitas em um periodo
correspondente a 10 % da vida média da espécie animal utilizada (3 meses no rato)
e estudos crénicos cujo periodo de experimentacdo envolve a vida toda do animal
ou a maior fracdo dela (24 meses no rato) (BRITO, 1994; LU, 1996).

Os estudos de toxicidade aguda sdo utilizados para uma avaliacado
toxicolégica preliminar, fornecendo informacdes sobre os riscos resultantes de uma
exposicao de curta duracdo e para a determinagao da dose letal mediana (DLsp), isto
€, a dose necessaria (mg/kg de peso) da substancia em estudo para provocar a
morte de 50 % dos animais submetidos ao teste. Estes estudos também servem de
guia para as doses a serem utilizadas em estudos mais prolongados (BRITO, 1994;
LU, 1996, BARLOW, et al., 2002).

Os animais utilizados para os testes de toxicidade aguda sdo o rato e o
camundongo, macho e fémea, jovem ou adulto, em nimero nao inferior a 10 para
cada dose experimental (BRITO, 1994; LU, 1996). Segundo LU (1996), quando os

valores de DLso forem muito diferentes nestes dois animais e quando o padrdo ou



49

taxa de biotransformacgéo € significantemente diferente em humanos, é desejavel
realizar o teste com uma espécie nao roedora.

Geralmente, a via de administracdo da substancia toxica a ser utilizada deve
ser a mesma via a que o0 ser humano estara exposto. A via oral é a mais utilizada,
apesar de apresentar desvantagens, pois a substancia em estudo pode nao ser
totalmente absorvida e os compostos ativos podem ser sequestrados pelo figado. A
substancia teste é administrada em dose Unica por gavagem, utilizando-se sonda
gastrica ou canula apropriada (LU, 1996).

A dose a ser administrada de uma s6 vez, depende da espécie e do porte dos
animais utilizados. Para roedores, quando a via escolhida for oral ou intraperitoneal,
esse volume ndo deve exceder 1mL/100g de peso corporal, para o caso de
substancias aquosas (BRITO, 1994).

Ap6s a administracdo da substancia teste, além de avaliar o numero de
mortes para o calculo da DLsp, € muito importante avaliar os sintomas de toxicidade
gerais, efeito sobre a locomocao, comportamento, respiracdo, entre outros (LU,
1996).

O periodo de observagdo usualmente é de 7 a 14 dias, mas depende das
condigcbes dos animais. Se estes demonstrarem muito sofrimento devem ser
sacrificados. Todos os animais, inclusive os que morrerem durante o teste ou foram
removidos devem ser submetidos a necropsia (BRITO, 1994; LU, 1996; OECD,
2001). Necropsia e analise histopatolégica pode indicar os Orgdos alvos da
toxicidade, auxiliando nos testes subsequentes (BARLOW, et al., 2002).

Como os seres humanos estdo mais freqlientemente expostos a niveis muito
menores do que as doses que causam toxicidade aguda e por longos periodos, 0s
estudos de dose repetida ou toxicidade subcrénica fornecem dados mais realistas de
toxicidade (LU, 1996; BARLOW, et al., 2002). O objetivo principal deste teste é
determinar os efeitos da exposicado diaria a um alimento ou substancia quimica
durante periodos de um més ou mais (BARLOW, et al., 2002).

Nos estudos, realizados apos a obtencao dos dados de toxicidade aguda, é
avaliado o peso corpéreo dos animais, consumo de alimentos, observa¢gfes da
aparéncia e comportamento, testes laboratoriais, analises patoldgicas e histologicas
(LU, 1996), por um periodo experimental de 28 ou 90 dias (BRITO, 1994; LU, 1996;
OECD, 2001; BARLOW, et al., 2002).



50

2.9 Tecnologia Limpa e o processamento de alimentos

A consideracdo com os residuos industriais vem crescendo nos ultimos anos,
principalmente devido aos alertas ambientais que a natureza tem oferecido. Em
1992, no Rio de Janeiro, representantes de todo o mundo estiveram reunidos, na
Rio 92, para tracar acdes mais efetivas para a manutencédo da qualidade ambiental
do planeta (JORDAN, 1994).

Novos projetos industriais, obrigatoriamente, consideram o programa de
minimizacdo de residuos tdo importantes quanto o préprio processamento do
produto alvo. Para a industria de alimentos, as obrigacbes ndo sédo diferentes
(AMANTE, 1997). A maioria dos projetos que visam a minimizacdo do impacto
ambiental realiza tratamento de residuos, empregando as chamadas end-of-pipe
technologies. Porém, a pratica tem mostrado, que muitos residuos sdlidos,
suspensos ou soluveis nos efluentes industriais, podem servir de matérias-primas.
Adicionalmente, o comportamento dos envolvidos com o0 processo, pode contribuir
para sistemas, mesmo antigos, porém, repensados sob o ponto de vista do
desperdicio, que culmina com poluicdo (AMANTE, 1997).

Sob os conceitos da Tecnologia Limpa (Cleaner Technology) ou Producédo
Limpa (Cleaner Production), cada etapa do processo é analisada, chegando aos
residuos gerados e as suas caracteristicas para utilizacdo como matérias-primas em
outros produtos (HUISINGH; BAAS, 1991).

As pequenas empresas, tais como as processadoras de polvilho azedo, nédo
devem ficar fora destas tendéncias. Cardoso, (2005), indica as vantagens e
desvantagens para o emprego da manipueira na agricultura. No entanto, devido a
pequena quantidade liberada, as aguas sobrenadantes da produc¢do do polvilho

azedo, ndo tém sido alvo de pesquisas.



51

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O amido de mandioca utilizado para a fermentacdo em laboratério, foi obtido
das fecularias de Rio do Sul e Tubardo (Santa Catarina). A 4gua da fermentacéo

industrial foi coletada em uma polvilharia de Santa Rosa.

3.2 Obtencdo da agua de fermentacdo do amido de man dioca em

Laboratoério

Amido de mandioca foi submetido a fermentacédo natural em triplicata, com a
adicao de 0,5% de glicose em relacédo ao leite de amido, conforme Marcon (2004),
em recipientes plasticos, contendo 6,4 Kg de amido, 24 litros de agua e 140 g de
glicose. O indice de acidez e o pH foram medidos diariamente até que atingissem a
acidez minima de 2 mL de NaOH N/100mL. Esta agua foi entdo removida, filtrada
em pano dessorador, envasada em garrafas de vidro, fechadas com rolhas de
cortica e armazenadas sob refrigeracdo em disposicdo aleatéria para posterior
andlise.

As aguas residuais das polvilharias, foram coletadas ao término da
fermentacao, conforme o produtor, em triplicata, filtradas e armazenadas da mesma
forma que as &guas obtidas em laboratoério. O pH e a acidez foram medidos no prazo
méaximo de 24 horas.

3.3 Caracterizacdo quimica da agua de fermentacdo d o0 amido de

mandioca em laboratorio

A determinacédo do pH foi realizada com pH-metro (Pocket Ad 110 pH) e o
indice de acidez calculado em mL de NaOH N por 100 mL e em gramas de acido
latico por 100 mL (AOAC, 1998), lipidios, proteinas, cinzas e solidos totais foram
determinados conforme metodologia descrita na AOAC (1998). A determinacao de
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sélidos totais foi realizada através de secagem em estufa a 60T até peso constante
e 0s carboidratos totais determinados por diferenca.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi determinada pelo método de
refluxo conforme metodologia recomendada pela APHA (1995), para analise de
agua e agua residual.

A concentragcdo de HCN foi determinada através método colorimétrico de
leitura visual utilizando o Kit CHEMets[] cianeto K-3810 (CHEMetrics) baseado no
procedimento acido isonicotinico/acido barbitarico (NAGASHIMA,1981). Cloro é
adicionado a uma amostra que tenha sido tamponada para pH 6. O cloreto
resultante reage com acidos para formar uma cor azul. Os resultados sdo expressos
em mg/L (ppm) CN, sendo que a faixa de deteccdo de CN deste método € de 0 a 1
ppm.

O teor de acucares redutores foi determinado pelo método
espectrofotométrico do éacido 3, 5 dinitrossalicilico (DNS) (VILELA; BACILA;
TASTALDI, 1973).

As fermentacdes, as coletas e as analises das &aguas residuais foram

realizadas em triplicata e os resultados expressos como média e desvio padrao.

3.4 Analises Microbiolbgicas

As amostras industriais foram coletadas diretamente dos tanques de
fermentacao, em frascos esterilizados, em uma polvilharia de Santa Rosa, localizada
no Sul de Santa Catarina quando indicado pelo produtor como término da
fermentacdo e mantido sob refrigeragdo por no maximo 24 horas para analise. As
amostras da fermentacdo em laboratério foram coletadas diretamente das cubas de
fermentacao ao término da fermentacéo e incubadas em meio apropriado.

A contagem de bactérias mesofilas, bactérias laticas, bolores e leveduras do
liguido sobrenadante no final da fermentacao, foi realizada através de metodologia
descrita pela APHA (2001). A contagem de bactérias acido laticas foi realizada em
agar MRS (De Man, Rogosa & Sharp Agar, Biolife Italiana Srl) em jarro sob
anaerobiose (Anaerogen, Oxoid) temperatura de 32C por 48 horas, bactérias
mesodfilas aerébias em agar padrdo para contagem - PCA (Plate Count Agar, Oxoid
CMO 325), em aerobiose a temperatura de 32C por 48 horas e a contagem de
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bolores e leveduras em Agar Dextrose Batata (Potato Dextrose Agar, Oxoid CMO
139), acidificado com &cido tartarico, em aerobiose a 25T por 3 a 5 dias.

Para identificacdo das bactérias acido laticas, as colonias foram isoladas, e
purificadas em Agar MRS e diferenciadas em grupos através de microscopia, reacao
de gram, teste de catalase, motilidade, producdo de gas de glicose. Os lactobacilos
foram identificados através do Kit Api 50 CHL (Biomerieux).

Para avaliar a ocorréncia de diferenca significativa no niamero de bactérias
laticas, mesodfilas e bolores e leveduras, entre as diferentes fermentacoes, foi

realizada analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey.

3.5 Andlise de micotoxinas

Para verificar a presenca de micotoxinas na dgua de fermentacao foi utilizado
o método de analise de multitoxinas por cromatrografia de camada delgada
conforme Soares e Rodriguez-Amaya (1989), cujo limite de deteccédo é de 2 pug/Kg
para Aflatoxinas, 5 pg/Kg para Ocratoxina A e 55 pg/Kg para Zearalenona. As
andlises foram realizadas em triplicata no Laboratério de Micotoxinas e

Contaminantes Alimentares da Universidade Federal de Santa Catarina

3.6 Teste de toxicidade

3.6.1 Animais

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina sob protocolo n°® 302/CEUA e
23080.016129/2004-24/UFSC. Camundongos (Mus musculus), fémeas, pesando
entre 24 e 28 g e ratos (Rattus norvergicus, linhagem Wistar) pesando entre 60 e 75
g, de ambos os sexos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina e os experimentos realizados no Laboratério de Nutricdo
Experimental da mesma Universidade. Os animais foram mantidos por uma semana
em grupos de 3-5 animais, em gaiolas de polipropileno de 410 mm x 340 mm x 180

mm, com uma grade de cobertura em aco inox e forradas com maravalha,
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recebendo agua e ragdo comercial (Nuvilab CR-1, Nuvital®) a vontade, em ambiente
climatizado (22 a 24°C, iluminacao artificial, com ciclo claro/escuro de 12 horas).

3.6.2 Toxicidade aguda

Para os ensaios de toxicidade aguda, camundongos foram divididos em dois
grupos de seis animais, sendo que um grupo (grupo teste) recebeu a agua residual
da fermentacdo do amido de mandioca proveniente de Rio do Sul obtida em
laboratério, concentrada por liofilizagdo, via gavagem, na dose de 5 g por quilograma
de peso, veiculada em agua destilada e outro grupo (grupo controle) recebeu,
também por gavagem, agua destilada no mesmo volume administrado ao grupo
teste. Apos a aplicacédo, os animais foram mantidos em grupos de trés animais, em
gaiolas de polipropileno, permanecendo em jejum nas primeiras quatro horas. Os
sinais clinicos de toxicidade (alteracdo de pélos, pele e mucosas, comportamento;
tremores, diarréia, convulsbes, respiracdo, cianose, etc), foram observados em
intervalos de cinco e 30 minutos, uma, duas, quatro e vinte e quatro horas e a cada
24 horas por 14 dias ap0s a administracdo do produto. Apés este periodo os animais
foram submetidos & eutanasia, em sala isolada, em camaras de saturacado com éter
e o figado retirado e pesado (BRITO, 1994).

3.6.3 Toxicidade subcrbnica ou dose repetida - 28d  ias

Apdés uma semana de aclimatacdo os ratos foram distribuidos em quatro
grupos de 10 animais (5 machos e 5 fémeas), alocados individualmente em gaiolas
metabdlicas de aco inoxidavel recebendo oralmente a agua extraida do processo de
fermentacdo do amido de mandioca, em trés concentracdes diferentes, 0 %
(somente agua), 25 %, 50 % e 100% do produto, diluidas em agua potavel e ragcédo
comercial a vontade durante 28 dias. O peso corporal foi registrado no inicio do
experimento e semanalmente durante todo o periodo experimental. O consumo de
alimentos foi medido duas vezes por semana e de liquido diariamente e calculados
como consumo médio diario por rato. O comportamento e sinais clinicos foram
observados diariamente durante todo o experimento. No final do experimento, apos
jejum de 16 horas, os animais foram anestesiados com éter etilico e amostras de

sangue foram coletadas por puncdo cardiaca, para analises bioquimicas e
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hematoldgicas. Os animais foram entdo sacrificados através de inalacdo de éter
etilico e submetidos a uma autdpsia geral. Os Orgaos: figado, rim esquerdo,

coracao, baco e pulméo foram retirados e pesados (OECD, 1995; BRITO, 1994).

3.6.4 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Os seguintes parametros hematolégicos foram medidos em amostras de
sangue coletadas utilizando EDTA (acido etilenodiaminotetracético) como
anticoagulante: leucécitos (LEU), eritrécitos (ERI), hemoglobina (HGB), hematdcrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLQ), volume
meédio de plaquetas (VMP), linfécitos (LIN), monécitos (MON), neutrofilos (NEU),
eosindfilos (EOS), baséfilos (BAS). Todos os parametros foram medidos em um
analisador hematoldgico de 26 parametros automatizado ABX PENTRA 120
(HORIBA ABX Diagnostics). As analises do tempo de ativacdo da protrombina (TAP)
foram feitas em amostras de sangue coletadas em tubos contendo citrato de sodio
como anticoagulante utilizando analisador automatizado de coagulacdo sanguinea
Sysmex® CA-1500 (Sysmex America, Inc.).

Medidas de colesterol (CHOL), lipoproteina de baixa densidade (LDL),
lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos (TGL), creatinina (CREA),
fosfatase alcalina (ALP), glicose (GLU), aspartato transaminase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), proteinas totais (PT), albumina (ALB), sodio (Na),
potéssio(K), cloreto (Cl) foram determinadas no soro apos a centrifugacéo (2500 rpm
por 15 minutos) das amostras de sangue, utilizando um sistema de quimica clinica
DADE Dimension® RXL(Dade International Inc.).

Todas as analises sanguineas foram realizadas no Laboratorio de Analises

Clinicas do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.6.5 Analise histolégica

Para avaliacdo histolégica, foram retirados fragmentos de intestino
delgado de 2 cm de comprimento, em ponto localizado a 5 cm distalmente ao angulo
de TREITZ. As pecas retiradas foram imersas em solucdo aquosa de cloreto de

sbédio a 0,9% e fixadas em solucdo de formol a 10%. A seguir, as pecas foram
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submetidas ao processo de inclusdo em parafina, seccionadas em micrétomo para
obtencdo de cortes histologicos de 10 um de espessura segundo um mesmo plano
de corte transversal. As laminas foram coradas empregando-se o método da
Hematoxilina-Eosina. A analise das laminas foi realizada em microscopio optico
convencional, utilizando-se objetiva de 4x e 10x. Os parametros de analise
histopatolégica utilizados foram auséncia ou presenca de leséo tecidual, tais como:
perda de revestimento epitelial (lesdo leve); presenca de infiltrado inflamatorio na
lamina propria da mucosa (lesédo moderada); destruicdo das vilosidades intestinais

com presenca de infiltrado inflamatorio (leséo intensa).

3.6.6 Analise estatistica

Todos os resultados do teste de toxicidade sdo apresentados como média e
desvio padrdo. O ganho de peso e o peso do figado dos camundongos no teste de
toxicidade aguda foram analisados através do teste t de Student. A comparacao
entre 0os grupos do teste subaguda foram feitas através de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, considerando um nivel de significancia de p <0,05, com pés
teste de Dunnett para comparacado com o controle. Para verificacdo das suposi¢oes
do modelo foram utilizados a andlise de residuos e o teste de Bartlet. Quando
ocorreu heterogeneidade de variancias foi utilizado o teste ndo paramétrico de

Kruskal Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao quimica da agua residual da fermenta  ¢do do amido

de mandioca

A fermentacdo do amido de mandioca pode ocorrer com baixo nivel de agua
OU COm agua em excesso, ou seja, uma camada de agua de 20 cm
aproximadamente. A adicdo de excesso de agua € pratica comum nas industrias de
polvilho azedo do Brasil e da Coldmbia (CARDENAS ; BUCKLE, 1980), no entanto
algumas industrias utilizam-na apenas para iniciar 0 processo, apesar desta pratica
comprometer a qualidade do polvilho azedo, devido a distribuicdo heterogénea dos
microrganismos envolvidos na fermentacéo.

A agua residual da fermentacdo do amido de mandioca apresentou pobre
composicao, quando comparada a do processo de extracdo do amido de mandioca.
A Tabela 7 apresenta a composi¢do da agua residual da fermentacdo do amido de
mandioca obtido neste estudo.

Tabela 7 Sélidos totais, cinzas e nitrogénio total na dgua residual da fermentacdo do
amido de mandioca.

Solidos totais Cinzas N total

Fécula

(mg/L) (mg/100mL) (mg/100mL)
Rio do Sul 1.700 7,00 1,00

+ 500 + 2,00 + 0,01
Santa Rosa 6.000 65,00 .

+100 + 3,00
Tubardo 3.600 19,00 1,30

+ 600 + 1,00 + 0,01
Tubardo + Rio do 2.200 19,00 0,60

Sul + 300 + 1,00 + 0,10
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Enquanto a manipueira apresenta teores de solidos totais entre 5.800 e
56.460 mg/L, de acordo com Lamo e Menezes (1979) (Tabela 8), a agua residual da
fermentacdo do polvilho azedo estudada neste trabalho apresentou valores entre
1700 e 6000 mg/L (Tabela 7). A avaliacdo da Demanda Quimica de Oxigénio
revelou que a 4gua da fermentacdo do amido de mandioca apresentou valores de
5.186,8 a 7204,1 mg/L, o que esta proximo dos valores minimos encontrados para a
manipueira, conforme pode ser observado na Tabela 8. Os valores médios para
acucares redutores foram 2,75 + 0,56 mg/100g, proximos ao limite inferior dos

valores publicados para os efluentes de fecularias, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 Composicdo média da dgua residual da extracdo do amido de mandioca.

pH 3,8-5,2
Volume (m®) 10 a 13
Acidez em acido latico (g/100 mL) ND

Sdlidos totais (mg/L) 5.800 — 56.460
DQO (mg/L) 6.280 — 51.200
DBO (mg/L) 1.400 — 34.300
Nitrogénio Total (mg/L) 140 - 1.150
Minerais (mg/L) 350 - 800
Acucares redutores (mg/100g) 2,30 -8,20

Adaptado de Lamo e Menezes (1979) ND — ndo determinado.

N&o foi detectado &cido cianidrico nestas aguas residuais com a metodologia
utilizada, uma vez que a fermentagdo em laboratério foi realizada a partir do amido
de mandioca comercial e praticamente todo o acido cianidrico € eliminado durante a
extracdo do amido (CEREDA, 2001). Aléem disso, diversos autores relataram a
eliminacdo deste composto nos processos de fermentagcdo da mandioca (AMOA-
AWUA; APPOH; JAKOBSEN, 1996; ONABOLU et al., 2002, OBILIE; TANO-
DEBRAH; AMOA-AWUA, 2004).

Os resultados das diferentes condicbes de fermentacdo realizadas neste
estudo e a respectiva acidez em mL de NaOH N/100mL e a correspondente
concentragdo de acido latico (gramas de acido latico/100mL) estdo apresentados na

Tabela 9. Ressalta-se que as fermentacdes realizadas em laboratério foram mais
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rapidas, devido ao uso da fermentagdo modificada segundo Marcon (2004) enquanto
o da industria ocorreu pelo método tradicional, sem o emprego de xarope de
glucose.

O pH variou de 3,0 a 3,7 e a acidez de 0,19 a 0,62 g de &cido latico /100mL. A
agua residual obtida na polvilharia de Santa Rosa com 30 dias de fermentacéo foi a
que apresentou maior acidez, e o menor pH ocorreu na fermentacdo do amido
procedente de Rio do Sul. No entanto, o pH ndo parece estar relacionado com o
tempo de fermentacdo, uma vez que as fermentacdoes de 11 (Rio do Sul) e 12

(Tubar&o) dias apresentaram pH de 3,4 e 3,8 respectivamente.

Tabela 9 Origem da fécula, época do ano, tempo de fermentagcdo acidez e pH da
agua de fermentacdo do amido de mandioca na producédo do polvilho azedo.

3 Tempo de Acidez Acidez
Localde  Epoca _
Fécula . fermentacdo (mL NaOH (g &cido pH
fermentagdo do ano _ "
(dias) N/100mL)  latico/100mL)

Rio do Sul LFH abril 17 2,79+0,15 0,25+0,013 3,0+0,06
Rio do Sul LFH out 17 2,60+0,27 0,23+0,024 3,2+0,12
Santa Rosa  Polvilharia maio 22 3,17+ 0,47 0,28+0,43 3,4+0,06
Santa Rosa Polvilharia  julho 30 6,85+ 0,26 0,62+0,24 3,2+0,03
Tubarao LFH out 12 254+034 0,22+0,032 3,4+0,0
Rio do Sul LFH fev 11 251+053 0,22+0,047 3,7+0,06
Tubardo + LFH fev 17 2,11+0,13 0,19+0,012 3,2+0,17
Rio do sul

LFH = Laboratério de Tecnologia de Frutas e Hortalicas

O acompanhamento do processo de producéo do polvilho azedo, pelo método
tradicional e com glicose, realizado por Marcon (2004), indicou intensa reducéo do
pH nos quatro primeiros dias de fermentacdo, com reducdes menores até a
estabilizacdo, entre o décimo e o décimo terceiro dia de fermentacdo, variavel
segundo a origem da fécula em fermentacdo. Esta variacdo entre diferentes amidos
também foi encontrada por outros autores (CEREDA,; LIMA, 1981; CEREDA, 1987,
1993; CEREDA; BONASSI, 1985; CEREDA; GIAJ-LEVRA, 1987; ASCHIERI;
VILELA, 1995; SRIROTH et al., 1999; DEMIATE et al, 1999; CHATAKANONDA et
al., 2003).
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Segundo Marcon (2004), ao contrario do ocorrido com o pH, o valor de
acidez tituldvel na 4gua de fermentacdo aumenta, ocorrendo variacdes entre o
tempo de fermentacédo e o indice de acidez sendo, entdo, utilizado um indice de
acidez de 2 mL de NaOH N como padrao para determinar o final da fermentacao.

A acidez e o pH das 4guas da fermentacdo do amido de mandioca estdo de
acordo com os valores da literatura. Cardenas e Buckle (1980), acompanharam a
acidez das aguas do processamento do polvilho azedo, obtendo valores de acidez
em acido latico ao redor de 0,42 e 0,64 g/100 mL. Demiate et al. (1999) encontraram
valores entre 0,013 e 0,813 @g/100g para o polvilho azedo, enquanto para este
trabalho a acidez determinada para as aguas residuais esteve entre 0,19 e 0,62
g/100 mL. De acordo com Cereda et al. (2003), variacdes na acidez sdo atribuidas
aos processos de fermentacdo ndo controlados que predominam na obtencéo do
polvilho azedo.

Demiate et al. (1999) analisando 30 amostras de polvilho azedo encontraram
uma predominancia de acido latico, variando de 38,2 a 100 % dos acidos organicos
analisados. Outros acidos organicos encontrados em menores concentragcdes foram:
aceético, propidnico e butirico. A proporcdo de 38,2 % de &cido latico encontrado por
Demiate et al. (1999), foi uma excec¢édo. Em todas as outras 29 amostras analisadas,
0 acido latico representou uma proporc¢ao superior a 67,2 %. Portanto, considera-se
gue o acido latico é responsavel por cerca de 50 % da acidez das aguas residuais
da producdo do polvilho azedo. As amostras estudadas pelos autores foram
amostras de polvilho azedo e ndo das &guas da fermentacdo, objetivo deste
trabalho. A concentracdo de acido latico no polvilho azedo é geralmente mais alta
comparativamente as aguas estudadas. Considerando os resultados para o
conteudo de acidos organicos da fermentacdo do amido encontrados na literatura,
as aguas da fermentagdo do polvilho azedo, por solubilizarem estes acidos, podem
representar uma alternativa para a producao do &cido latico.

A fermentacdo do amido tem sido estudada em condi¢cdes controladas para a
producdo de &cidos organicos, por varios pesquisadores (ALTAF; NAVEENA,;
REDDY, 2007; ANURADHA; SURESH; VENKATESH, 1999; JOHN; NAMPOOTHIRI;
PANDEY, 2006). John, Nampoothiri e Pandey (2006), descreveram que um dos
principais obstaculos para a producdo do acido latico em grande escala esta no
custo das matérias-primas. Os autores empregaram residuos da indastria do acucar

e do amido de mandioca para produzir acido latico através de fermentacdo semi-
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sélida, usando Bacillus delbrueckii como inoculo, produzindo aproximadamente 250
mg de acido latico por grama de sélidos em um processo otimizado de fermentacao,
com um coeficiente de conversdo maior do que 99 % do acguUcar total disponivel para
acido latico.

Através de sacarificagdo e fermentacdo simultdnea, Anuradha, Suresh e
Venkatesh (1999), obtiveram produtividade de 1,21 g/L de acido latico usando 250
g/L de amido de batata no meio de cultura. Altaf, Naveena e Reddy (2007),
produziram &cido latico de amido de lentilha vermelha como fonte de carbono e
obtiveram, sob condi¢des controladas, 13,5 g de &cido latico/15,2 g de amido.

E importante considerar que os trabalhos descritos foram desenvolvidos em
processos de fermentacédo controlados para a producao do acido latico, enquanto os
acidos organicos produzidos na fermentacao do polvilho azedo ndo séo valorizados
como produtos, sdo considerados como carga organica poluente em um efluente
industrial.

Os resultados apresentados na Tabela 10 comparam a producdo do acido
latico sob condi¢Bes controladas, no polvilho azedo e nas aguas residuais do seu

processo de produgéo.

Tabela 10 Producédo do éacido latico usando amido como fonte de carbono em
condi¢des controladas e em fermentacéao natural

Produtividade
Fermentacao Matéria-prima (mg acido/g matéria Referéncia
seca)
. Anuradha et al.
Amido de batata 756 (1999)
Controlada Farl_nha de 890 Altaf et al. (2007)
lentilha vermelha
Bagago de cana 240 John et al. (2006)
e de mandioca
Fermentacao do
amido de Amido de 40 Demiate et al.
mandioca, nao mandioca ’ (1999)
controlada
*Agua residual da
fermentacao do .
amido de Amlo(Ijq de 15,04 Trabalho atual
mandioca, nao mandioca
controlada

*Tanque de fermentacgdo 26,66 g de amido por 100 mL de agua [15,04 = (0,19+0,62)/2/26,66]; 0,19 e
0,62 — Dados da Tabela 9.
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A produtividade de 15,04 mg de acido latico/g de amido obtido em laboratério
foi pequena, 1,5 %. Esta baixa percentagem de bioconversédo é devido a hidrélise
natural do amido, sendo pequena a quantidade de acucar resultante da acdo das
enzimas amiloliticas quando comparada as fermentacfes controladas, realizadas
com meio MRS com acuUcares diretamente fermentesciveis, onde podem ser
registrados rendimentos de até 78 % (OHKOUCHI; INOUE, 2007). Porém este acido
nao representa o Unico produto da fermentacdo. Outros acidos organicos como o
propidnico, butirico e acético sao tipicos para este tipo de fermentacdo (DEMIATE et
al., 1999), apesar de néo estarem sendo considerados nesta oportunidade.

Publicacdes recentes (DING; TAN, 2006; SINGH et al.,, 2006) tratam de
fermentacdes controladas, o que contrasta com a producao natural do acido latico a
partir das aguas da fermentacdo do amido de mandioca na producdo do polvilho
azedo.

Comparativamente as outras fontes de carbono (Tabela 10), o amido de
mandioca utilizado no processo fermentativo para a producdo do polvilho azedo,
dentre os trabalhos publicados, apresenta o menor rendimento em acido latico. No
entanto a concentracdo € maior na agua residual do que o encontrado no trabalho
de Demiate et al. (1999) no polvilho azedo, o que pode indicar estudos posteriores
devido a presenca deste importante aditivo quimico nas aguas residuarias do
processo de producdo do polvilho azedo, ainda considerado como poluente
organico.

O uso industrial da 4gua nos tanques de fermentacdo esta em torno de 0,12
m? por tonelada de amido. Considerando a producéo do polvilho azedo em regides
especificas, com uma grande concentracdo de pequenas unidades industriais na
Argentina, Colémbia, Equador, Paraguai e Brasil, 0 uso destas aguas residuais
poderia ser estudado para novas aplicagGes e oportunidades para aumentar a renda
de pequenas empresas. Pequenas industrias poderiam fornecer as aguas residuais
como matéria-prima para novas unidades com tecnologias adequadas para a
exploracdo dos acidos organicos destes efluentes.

De acordo com Chuzel (2001), a producdo anual de polvilho azedo no Brasil
estd em torno de 22.000 a 24.000 toneladas, com algumas unidades processando
de 2 a 5 toneladas de raiz e outras 100 toneladas por dia. A perda media diaria de
acido latico como poluente por tonelada de polvilho azedo produzido esta em 15,04

kg. As aguas residuais de uma regido produtora poderiam justificar futuros estudos
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técnicos e econdmicos com a finalidade de conversdo deste residuo em matéria-
prima na producado de acidos organicos.

Adicionalmente aos &cidos orgéanicos, apesar da baixa concentracdo dos
sélidos totais, as células microbianas e os demais compostos presentes nas aguas
devem ser investigados com o interesse na conversdo desta agua residual em um
novo produto para as polvilharias. O polvilho azedo poderia ser produzido em uma
industria com base biotecnoldgica, transformando o atual processo empirico em um
processo adequado para a utilizacdo completa dos derivados, sem geracdo de
residuos.

Sob o ponto de vista da concentracdo de material organico, efluentes
agroindustriais tém sido considerados materiais indesejaveis, no entanto poucos
efluentes tém sua composicéo estudada, de modo que sélidos soluveis e insoluveis
analisados sob os conceitos das Tecnologias Limpas, da valorizacdo e minimizacao
de residuos, possam ser convertidos em matérias-primas. De acordo com este
trabalho, as aguas residuais da producédo do polvilho azedo devem ser estudadas,
contribuindo para novas oportunidades de negdcios para as agroindustrias.

As bactérias laticas estdo sendo associadas a alimentos benéficos a saude
humana (LUCKOW; DELAHUNTY, 2004; RAKIN et al., 2007). Esta tendéncia indica
a necessidade de estudos de caracterizacdo microbiolégica de materiais produzidos

atraves da fermentacéo latica tais como o polvilho azedo.

4.2 Andlises microbiolégicas

A contagem de bactérias em meio MRS (BAL) e em PDA (bolores e
leveduras), em log UFC/mL das amostras de &guas residuais das diversas
fermentacdes de amido de mandioca realizadas em laboratério (Rio do Sul, Tubarédo
e Tubardo + Rio do Sul) e obtidas em uma polvilharia (Santa Rosa), o respectivo
tempo de fermentacédo (dias) e acidez (% acido latico) sdo apresentados na Tabela
11.



64

Tabela 11 Tempo de fermentacéo (TF), acidez, pH e contagem de bactérias acido
laticas (BAL), bactérias mesofilas e bolores e leveduras da é&gua residual da
fermentacdo do amido de mandioca.

Origem Acidez BAL Bactérias  Bolores e

(dias) (9/200mL é&cido pH (UFC/mL) Mesdfilas leveduras

latico) (UFC/mL) (UFC/mL)
Rio do Sul 17 0,23+ 0,024 3,3 5,272 6,92 6,99
Santa Rosa 30 0,62+ 0,24 3,2 7,84 8,02 5,92
Tubaréo 12 0,22 + 0,032 3,4 7,73 n.d. 5,56
Rio do Sul 11 0,22 £ 0,047 3.8 5,80% 6,57 6,15
TB+ RS’ 17 0,19 + 0,012 3,3 7,59° 6,39 6,37

Letras diferentes na mesma coluna diferem a p<0,05 (Teste Tukey)
Mistura de féculas de Tubardo e Rio do Sul
n.d.:ndo determinado

O nuamero de bactérias laticas ao final da fermentacéo variou de 5,27 a 7,84
log UFC/mL, sendo que a populacdo de bactérias foi maior na fermentacdo com
fécula de Santa Rosa, Tubardo e no “pool” Tubardo e Rio do Sul (TB+Rio do Sul). A
adgua residual de Santa Rosa teve um periodo de fermentacdo maior que as
fermentacdes desenvolvidas em Laboratorio, além de uma maior concentracao de
acido Latico (0,629/100mL), no entanto, a contagem de bactérias laticas da agua
residual foi semelhante as aguas das fermentacfes de Tubardo e TB+Rio do Sul,
cujo tempo de fermentacao foi de 12 e 17 dias e a acidez em torno de 0,20 (g de
acido Latico/100 mL). A contagem de bolores e leveduras foi semelhante entre as
diferentes aguas das fermentacdes.

A contagem elevada de bactérias mesdfilas pode indicar falta de condigbes
higiénico — sanitarias durante a fermentacdo, mas segundo Lacerda (2002), estes
nameros podem representar mais a microbiota total, uma vez que o meio de cultura
utiizado (PCA), possibilita o crescimento de diversos microrganismos. O
crescimento de bactérias laticas, leveduras e Bacillus sp foi observado neste meio
(AMOA-AWUA, JAKOBSEN, 1995; CARVALHO et al.,1996,).

Os trabalhos encontrados na literatura (CARDENAS, BUCKLE, 1980;
CARVALHO et al.,1996; LACERDA, 2002) relatam contagem total de bactérias
laticas no amido fermentado em torno de 10® UFC/g durante todo o processo

fermentativo.
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Lacerda (2002), monitorou as fermentacfes de amido de mandioca de duas
polvilharias na Regido de Concei¢cdo dos Ouros (MG), 45 dias na polvilharia A e 29
dias na polvilharia B e obteve contagens de bactérias laticas de 10° - 10°'UFC/g, na
pasta de amido fermentado, mesmo com tempo de fermentacdo diferentes. Neste
estudo também observaram que a contagem de bolores e leveduras, em torno de
10° UFC/g, reduziu ap6s 14 dias de fermentacdo em uma das polvilharias e ap6s 25
dias na outra, sendo que nessa polvilharia a contagem de bolores e leveduras
aumentou apoés 40 dias de fermentacao.

No presente estudo a contagem de bactérias laticas e bolores e leveduras
foram realizadas na &gua residual da fermentacdo diferentemente dos trabalhos
citados acima. Podemos observar que a contagem de microrganismos foi
semelhante a obtida no amido fermentado.

A fermentacdo do amido de mandioca para producdo de polvilho azedo é
tradicionalmente realizada a partir da microbiota natural presente no amido de
mandioca. Esta microbiota € constituida principalmente por bastonetes gram-
positivos, identificados como bactérias laticas, homo e heterofermentativas com
predominéncia do Lactobacillus plantarum (CARDENAS, BUCKLE, 1980;
FIGUEROA; DAVILA; POURQUIE, 1995; CARVALHO et al.,1996; PARADA;
FABRIZIO; MARTINEZ, 1996; SILVEIRA et al, 2003; LACERDA, 2002).

Colbnias da agua da fermentacédo do amido de mandioca proveniente de Rio
do Sul (RS) realizada no Laboratorio, e da agua obtida na polvilharia de Santa Rosa
(SR) com 17 a 22 dias de fermentacao isoladas em agar MRS foram identificadas
como cocos ou bastonetes gram-positivos, catalase negativas, homo e

heterofermentativos (Tabela 12). .



Tabela 12 Caracteristicas bioquimicas das colbnias isoladas da agua
fermentacdo do amido de mandioca.

Formacgéo de

Amostra  Colénias gas da catalase Gram  Morfologia
glicose

RS1 2 positivo negativo positivo cocobacilos

RS 2 1 positivo negativo positivo cocobaciloss

SR1 4 negativo negativo positivo cocobacilos

SR21 1 negativo negativo positivo bast(_)netes isolados
ou diplo

SR2 1 4 negativo negativo positivo bastonetes isolados
e agrupados

; . ., + fi

SR2 2 1 negativo negativo positivo bastone;es finos
e compridos

SR2 2 2 negativo negativo positivo bastonetes finos
e agrupados

SR2 2 3 negativo negativo positivo bastonetes isolados
e agrupados

SR2 3 negativo negativo  positivo bastonetes em cadeia

SR2 3 2 negativo negativo positivo bast(_)netes isolados
ou diplo

SR- Santa Rosa; RS- Rio do Sul

66

de

Dez colbnias selecionadas (bastonetes anaerdbios, gram(+), catalase (-), nao

esporulados que cresceram em Agar MRS) foram analisadas quanto ao perfil de

fermentacdo de carboidratos pelo kit Api (Tabela 13). Todas as colbnias testadas

fermentaram galactose, glicose, frutose, manose, manitol,maltose, sacarose, frutose.

Apenas uma nao fermentou a lactose
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Tabela 13 Fermentacdo de carboidratos das colbnias isoladas da agua de
fermentacdo do amido de mandioca.

SR1 SR2-3 SR2-1 SR2-2 RS2 RS1 SR2-2 SR2-3 SR2-1 SR2-2

Colonias 4 2 1 3 1 2 1 1 4 2
L-arabinose - - ? - - - - - _ ¥
D-ribose + + - + + + + + ? +
D-xilose - - - - + - - - - N
D-galactose + + + + + + + + + ¥
D-glicose + + + + + + + + + n
D-frutose + + + + + + + + + +
D-manose + + + + + + + + + +
L-ramnose - - - ? - - - - - 2
Dulcitol + + - - - - + - - .
D-manitol + + + + + + + + + +
D-sorbitol + + - + B} + i " ) +
Metil D- . ) ) + + i ) ) ) . )
manopiranosideo

N_ . . . + + + + + + + + + +
acetilglicosamina

amigdalina + + + + + + + + + n
Arbutina + + + + + + + + + +
Esculina + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + + + +
D-celobiose + + + + + + + + + +
D-maltose + + + + + + + + + ¥
D-lactose + + + + - + + + + +
Melobiose + + + + - + + + + ¥
D-sacarose + + + + + + + + + +
D-trealose + + + + + + + + + +
D-melozitose - - - + - + - - - +
Rafinose + + + + - ? + ? ? ¥
Amido ? - - - ? - - - 2 B}
Gentobiose + + + + + + + - + +
Arabitol ? ? - - - - ? - - 2
Gluconato de ? 2 2 2 2 - 2 ; 2 2
potéssio

SR- Santa Rosa; RS- Rio do Sul

A interpretacéo do perfil de fermentacao foi facilitada pela utilizagdo da base
de dados “API-WEB” (BioMérieux) na qual a identificacdo de um organismo €
acompanhada pela porcentagem de identificacédo (%ID) que é uma estimativa da sua
proximidade relativa com os diferentes taxons da base de dados (Tabela 14). Este
sistema considera uma boa identificacdo quando a %ID é acima de 80%. Das
colonias de Santa Rosa analisadas, 5 tem o perfil do Lactobacillus plantarum com
boa identificacdo (Santa Rosa), 2 tiveram baixa %ID como Lactobacillus plantarum e
uma com baixa %ID como Lactococcus lactis ssp lactis. Das coldnias isoladas de
Rio do Sul, uma apresentou baixa % ID como Lactococcus lactis ssp lactis. Durante

a fermentacé@o ocorre uma sucesséo de diferentes bactérias (FIGUEROA, DAVILA,
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POURQUIE, 1995; CEREDA,1973, citado por DEMIATE, 1999), sendo que no final
da fermentacdo, somente microrganismos &cido-tolerantes sobrevivem (PARADA,;
FABRIZIO; MARTINEZ, 1996).

Tabela 14 Caracterizacdo Fenotipica das colonias isoladas da agua de fermentacéo
do amido de mandioca utilizando o Api-web.

Coldnias AP SOEHL
% ID Caracterizacao fenotipica
SR1-4 88,4 Lactobacillus plantarum
SR2-3-2 88,5 Lactobacillus plantarum
SR2-1-1 98,7 Lactobacillus plantarum
SR2-2-3 99,9 Lactobacillus plantarum
RS2-1 71,8 Lactococcus lactis ssp lactis
RS1-2 n.d
SR2-2-1 69,3 Lactobacillus plantarum
28,6 Lactobacillus brevis
SR2-3-1 71,8 Lactobacillus plantarum
17,7 Lactococcus lactis ssp lactis
SR2-1-4 Baixa discriminagéo
SR2-2-2 99,3 Lactobacillus plantarum

SR- Santa Rosa; RS- Rio do Sul
n.d.- ndo determinado

LACERDA (2002), avaliando duas polvilharias diferentes, observou que na
polvilharia B aos 29 dias de fermentacdo s6 foram encontrados L. acidophilus e L.
manihotivorans. L. plantarum sé foi encontrado até 23 dias de fermentacdo, na
polvilharia A, L. fermentum, L. acidophilus e L. manihotivorans. L. plantarum, foram
encontrados com 45 dias de fermentacdo. Isto demonstra a dificuldade de se
estabelecer um tempo adequado de fermentacdo para se obter um produto com
determinada microbiota.

Muitas bactérias acido-laticas sd@o consideradas probidticas por
proporcionarem efeitos benéficos em humanos e animais, aumentando a microbiota
normal no trato gastrointestinal e inibindo as bactérias patogénicas (FULLER,1989,
ADAMS, 1999). Segundo Sanni, Morlon-Guyot e Guyot (2002), as fermentacbes
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tropicais podem ser exploradas como fontes de novos probioticos, pois apresentam
cepas tolerantes a sais biliares e pH igual a 2. Nsofor et al. (1996), produziram
iogurte de soja, utilizando como inéculo, exsudato de mandioca fermentada por 24 a
48 horas.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que as aguas residuais da
fermentacdo de amido de mandioca podem ser direcionadas para produgcdo de

bactérias probidticas.

4.3 Micotoxinas

A agua residual das fermentac6es em laboratério com o amido de mandioca
proveniente de Rio do Sul foram analisadas quanto a presenca de micotoxinas. Nao
foram detectadas Aflatoxinas B1, B2, G1, G2, Ocratoxina A e Zearalenona nestas
amostras. Segundo Westby (2002), micotoxinas ndo tem sido encontradas em

produtos de mandioca fermentados.

4.4 Andlise toxicolbgica

Para a avaliacdo toxicoldgica da agua residual da fermentacdo do amido de
mandioca, foi efetuada a fermentacdo de uma mistura do amido de mandioca obtido
na regido de Rio do Sul e Tubardo (RS+TB). A composi¢cdo quimica e a contagem
de bactérias laticas, mesofilas totais e bolores e leveduras encontradas nesta agua
sdo apresentados nas tabelas 15 e 16. A agua residual desta fermentacdo
apresentou baixa concentracdo de sdlidos totais, representado principalmente por
proteinas, acucares e acido latico (Tabela 15). A agua de fermentacdo apresentou
em média de 10° a 10’ UFC/mL de bactérias laticas, mesdfilas totais e bolores e

leveduras (Tabela 16).
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Tabela 15 Composicdo quimica da agua residual da fermentacdo do amido de
mandioca RS+TB

Parametros g/100mL
Soélidos totais 0,21 £ 0,035
Lipidios ND

Proteina 1,354 £ 0,255
Cinzas 0,015 + 0,001
Carboidratos 0,194 + 0,032
Acidez em acido latico 0,190 £ 0,012
pH 3,2+0,17

ND — ndo detectado

Tabela 16 Contagem de bactérias acido laticas, mesdfilas totais e bolores e
leveduras da &gua residual da fermentagcdo do amido de mandioca (UFC/mL)
RS+TB.

Bactérias Final* 30 dias?
Bactérias Mesdfilas totais 7,05 + 10,78 x10° 5,35 + 1,06 x10°
Bactérias laticas 3,73 + 4,03x 10° 2,78 + 2,76 x10°
Bolores e Leveduras 4,13 +1,73 x10’ 2,76 + 2,88 x10°

‘Contagem no final da fermentacao
’Apo6s 30 dias de armazenamento sob refrigeracdo

4.4.1. Toxicidade aguda

Em estudos toxicoldgicos, um efeito adverso ou “anormal” tem sido definido
como valores diferentes da variacdo “normal” observada em um grupo controle n&o
tratado e expressos em termos estatisticos com um limite de confianca da média de
95%. Efeitos adversos podem ser definidos como as alteracées que ocorrem com
exposicdo continuada ou intermitente que resultam em falha na capacidade
funcional, determinado por parametros anatémicos, fisioldgicos, bioguimicos ou
comportamentais (DYBING et al., 2002)

Os sinais de toxicidade sistémica sdo manifestados através da reducdo no
desenvolvimento ponderal dos animais, consumo de agua e de racgéo, altera¢des no

comportamento e m& condi¢cado da pelagem como a presenca de pelos arrepiados,
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bem como alteragbes da massa relativa dos érgaos, alteracdes hematoldgicas e
bioquimicas do sangue (LU, 1996).

Nenhum animal morreu ou apresentou sinais clinicos de toxicidade ou de
modificacdo de comportamento durante os 14 dias do experimento. No entanto, 0s
animais do grupo teste que receberam a 4gua residual da fermentacdo do amido de
mandioca liofilizado (5 mg/ Kg de peso), apresentaram um ganho de peso menor
que o grupo controle (Tabela 15) que recebeu somente agua destilada. Comparando
a curva de crescimento dos animais (Figura 4), pode ser observado que ocorreu uma
perda de peso ap0s a ingestdo do produto voltando a crescer em seguida, mas so
alcangcaram um crescimento em torno de 59% do crescimento do grupo controle. O
consumo meédio de racdo do grupo teste foi inferior e o de liquido superior ao do
controle. Nao houve diferenca significativa em relacédo ao peso do figado (absoluto

ou relativo) dos dois grupos (Tabela 17).

34,00 -
32,00 +
30,00 +

28,00 +

peso (9)

26,00 +

24,00 - —e— controle

22,00 - —o—teste

20,00 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 456 7 8 9 1011 1213 14
dias

Figura 4 Crescimento dos animais submetidos ao teste de toxicidade aguda da agua
residual da fermentacdo do amido de mandioca.
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Tabela 17 Valores de ganho de peso, consumo de racao e liquido e peso do figado
absoluto e relativo (g/100 g de peso corporal) das fémeas submetidas a toxicidade
aguda (14 dias) da agua da fermentacao do amido de mandioca.

Grupo Controle Teste
Dose (g/Kg) 4,8+0,13 5,01 +£0,22
Ganho de peso(9) 6,73 + 0,80? 3,98 £ 0,75"
Consumo de ragao (g/dia)* 14,32 + 2,25 11,71 + 0,17
Consumo de liquido (mL/dia)* 6,66 + 0,00 9.37 + 0,29
Peso do figado (g) 1,93+ 0,13 1,90 + 0,09
Peso relativo do figado (g/100 g) 5.93 + 0.54 6,16 + 0,46

Valores sdo média + DP (n=6). Médias com letras sobrescritas diferentes na mesma linha sao
significativamente diferentes (P<0,05).
consumo médio aproximado de 2 caixas (3 animais por caixa)

A reducado no ganho de peso dos animais, que receberam a 4gua residual no
teste de toxicidade aguda, pode estar relacionada com um menor consumo de
racdo, provavelmente por alguma irritacdo gastrica provocada pela alta acidez do
produto, uma vez que nenhum outro sinal de toxicidade foi observado. Assim os
resultados obtidos neste experimento demonstram que a &gua residual da
fermentacdo do amido de mandioca apresenta baixa toxicidade aguda (>5000mg/Kg
de peso).

Como os seres humanos estdo mais freqiientemente expostos a niveis muitos
menores do que as doses que causam toxicidade aguda e por longos periodos, 0s
estudos de dose repetida ou toxicidade subcrénica fornecem dados mais realistas de
toxicidade (LU, 1996; BARLOW et al., 2002).

4.4.2 Toxicidade subcrbnica

Observac0es clinicas e de crescimento

As doses para o estudo de dose repetida de 28 dias foram estabelecidas de
acordo com a forma possivel de consumo da agua residual: adicionado a um outro
liquido (25 e 50%) ou ingerida diretamente como uma bebida (100%), que expressa
em gramas de sélidos totais/ kg de peso representa doses de 0,07, 0,15 e 0,30 g/Kg.

A ingestédo destas concentragfes do residuo da fermentacdo da fécula de mandioca
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nao causou nenhuma morte e n&o foi observada alteragdo significativa nas
condi¢des gerais dos animais relacionadas ao material testado.

A ingestédo dos trés niveis de concentracdo da agua de fermentacéo da fécula
de mandioca ndo causou diferencas significativas no ganho de peso dos animais

quando comparado ao controle (Tabela 18).

Consumo de liquido e alimento

O consumo médio de racao e liquido durante os 28 dias foi semelhante ao do
controle sendo que os machos consumiram mais do que as fémeas. A ingestao
meédia do residuo analisado em g de solidos totais por Kg de peso ficou dentro do

esperado (Tabela 18). No entanto ocorreram variacdes durante os 28 dias.

Tabela 18 Ganho de peso, consumo de racao e liquido dos animais em 28 dias de
experimento.

Dose Consumo de Consumo de Ingestdo meédia do
(%) Ganho de peso racao liquido residuo

(©) (g/d/rato) (mL/d/rato) (g/Kg de peso)*
Fémea
0 116,24 +£8,19 17,54 +0,70 20,97 £1,33 -
25 104,96 + 12,66 17,13+1,31 20,08 + 0,99 0,07 +0,01
50 106,64 +6,99 18,48 + 1,67 19,86 + 1,15 0,15+ 0,02
100 109,18 13,95 17,73+ 1,75 19,03 2,4 0,30 + 0,02
Macho
0 180,04 £+8,58 21,60 + 1,36 25,74 + 3,57 -
25 200,16 16,14 23,28 +1,68 26,07 £ 2,79 0,07 £ 0,00
50 173,94+ 11,95 21,41 +1,06 25,25+ 0,95 0,15+0,01
100 192,90 + 12,23 22,01+0,72 24,85+ 2,64 0,38 + 0,00

Valores sdo média + desvio padrdo (n=5). Ndo ocorreram diferengas significativas em relacdo ao

controle.

*Valores correspondem a g de sélidos totais ingeridos por Kg de peso.
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A média de ingestdo de liquido na primeira semana variou de 161 a 220
mL/Kg de peso/ dia para os machos e de 157 a 186 mL/Kg de peso/ dia para as
fémeas e na ultima semana a ingestdo foi de 99 - 120 mL/Kg de peso/ dia nos
machos e 115 a 130 mL/Kg de peso/ dia nas fémeas (Figura 5), o que levou a uma
reducdo da ingestdo do residuo pelos animais durante o periodo experimental. Esta
reducdo foi mais acentuada nos grupos que receberam 100 % da &gua residual da
fermentacdo do polvilho azedo, principalmente nos machos (Figura 6). Na ultima
semana a ingestao do residuo em solidos totais foi de 0,06, 0,012 e 0,20 g/Kg /peso

para os grupos 25, 50 e 100 respectivamente.

consumo de liquido - fémeas
250
200 -
8
S 150 | :_//\\‘/.
()]
=< = —
£ 100 - v
50 -
0
1 2 3 4
semana
consumo de liquido - machos
250
200 -
©
= 150
k=)
X
— 100 -
g
50 -
0
1 2 3 4
semana
——0 —m—25 50 100

Figura 5 Consumo de liquido dos animais em mL/kg/dia durante os 28 dias de
experimento.
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Figura 6 Consumo de liquido residual da fermentacdo do amido de mandioca em g
de solidos totais por Kg de peso do animal por dia durante os 28 dias de
experimento.

A avaliacdo patolégica ao final de um estudo para analisar os potenciais
riscos a saude, permite a identificacdo de alteracbes organicas e teciduais
(alteragbes morfoldgicas) enquanto que as medidas bioquimicas identificam as
alteracdes funcionais (LOEB e QUIMBY, 1989, 1989).

Os pesos relativos dos orgaos (Tabela 19), foram semelhantes para todos 0s
grupos com excecao do pulméo nas fémeas que receberam a dose de 50%, cujo
valor € maior que o controle (p=0,021) e do figado nos animais machos da dose
100%, que foi menor que do grupo controle (p=0,020). Visto que nao verificou-se
uma dose dependéncia e que ndo esta correlacionado com nenhum outro

parametro, pode representar apenas uma variacao normal e ndo sinal de toxicidade.



Tabela 19 Peso relativo dos 6rgdos dos animais com 28 dias de experimento em

g/100g de peso corporal.

Dose Figado Pulméo Rim Baco Coracao
(%) (9 %) (9%) (9%) (9%) (9%)
Fémea
0 3,08+0,16 0,50+0,05 0,76 £0,03 0,26 +0,03 0,39+0,01
25 3,06 +0,21 0,51+0,05 0,75+0,02 0,26+0,02 0,37+0,03
50 3,11+0,12 0,62 +0,06* 0,74+0,05 0,24+0,03 0,38+0,03
100 3,16 +0,25 0,52+0,07 0,81+0,03 0,24+0,03 0,39+0,02
Macho
0 3,45+0,17 0,49+0,02 0,75+0,03 0,25+0,03 0,39+0,03
25 3,66 +0,15 0,47+0,05 0,77 +£0,03 0,25+0,03 0,37+0,03
50 3,51+0,14 0,53+0,05 0,81+0,03 0,26+0,03 0,39+0,02
100 3,16 +0,13* 0,45+0,07 0,71+0,04 0,22+0,02 0,34+0,04

Valores sdo média + desvio padrao (n=5).
* diferente do grupo controle ao nivel de significancia de p<0,05 (Dunnett).

Hemograma e bioquimica do sangue

Durante a coleta de sangue para as analises alguns animais foram perdidos
ou tiveram o sangue hemolisado o que levou a grupos com diferentes numeros de
animais como demonstrado nas tabelas 20, 21 e 22.

Em condicdes fisiologicas o equilibrio qualitativo e quantitativo das células
sanglineas, com estreitas variacdes, € mantido pelo balanco entre a producéo e a
destruicdo das mesmas. Qualquer fator fisico, quimico ou biolégico que interfira
neste balanco, pode se refletir em alteracdes no sangue periférico. O hemograma é
o0 exame de rotina destinado a avaliar aspectos qualitativos, em termos morfoldgicos,
e guantitativos das células do sangue periférico (FAILACE, 2003).

Uma contagem deprimida de hemacias, concentracbes baixas de
hemoglobina e hematdcrito baixo pode indicar anemia, sobrecarga de liquido ou
hemorragia além de 24 horas. Baixos VCM e CHCM indicam anemias microciticas
hipocrdmicas causadas por anemia por deficiéncia de ferro, anemia sideroblastica ou
talassemia. Um VCM alto sugere anemias macrociticas causadas por anemias

megaloblasticas, devido a deficiéncia de acido folico ou vitamina B12, desordens
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congénitas de DNA ou reticulocitose. (MILLER, 1995; RAVEL, 1997; FAILACE,
2003).

Nenhum dos parametros analisados no sangue das fémeas, que receberam
as diferentes doses na bebida foi significativamente diferentes dos valores obtidos
para os animais controles. No entanto, os machos que receberam 100% do residuo
apresentaram um valor médio de hemoglobina inferior ao grupo controle (p= 0,04)
(Tabela 20), no entanto, os valores se encontram dentro da faixa de variacao para
estes animais (WOLFORD et al.1986).

Os leucdcitos (glébulos brancos) formam a primeira linha de defesa contra
microrganismos invasores. Os neutrdfilos e os mondcitos respondem através do
processo de fagocitose, enquanto os linfocitos produzem anticorpos Uma contagem
elevada de leucdcitos (leucocitose) com aumento concomitante de neutrofilos
frequentemente assinalam uma infeccdo bacteriana como, por exemplo, um
abscesso, meningite, apendicite ou amigdalite. Uma contagem alta de leucdcitos
pode também resultar de leucemia e necrose tecidual devido a queimaduras, infarto
do miocardio ou gangrena. Ja a leucopenia (diminuicdo dos leucdcitos) indica
depressdo da medula 6ssea, que pode resultar de infecgBes virais ou de reacdes
téxicas, como, por exemplo, as que acompanham o tratamento com antineoplasicos,
ingestdo de mercurio ou outros metais pesados, ou exposicdo ao benzeno ou
arsénicos. A monocitose (aumento dos mondcitos) é frequente na endocardite
bacteriana e a eusinofilia (eosinéfilos aumentados) esta mais associado a infestacao
por parasitas, mas pode aparecer em algumas infeccbes bacterianas (RAVEL,
1997). A ingestdo da agua da fermentagcdo do amido de mandioca ndo apresentou

alteracdes significativas no hemograma dos animais
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Tabela 20 Valores de hemograma dos ratos machos e fémeas, no final do periodo experimental de 28 dias (média = DP).

Parametros Machos Fémeas
Dose 0 25% 50% 100% 0 25% 50% 100%
(n=5) (n=5) (n=5) (n=3) (n=4) (n=5) (n=3) (n=4)
LEU (10°/mm®) 10,88 +1,93 8,34 £1,70 9,2+2,27 8,33+1,75 5,27 £ 0,68 4,96 +1,34 6,40 + 2,42 6,60 1,54
ERI (10%mm?) 7,33+0,11 7,22 £0,15 7,26 + 0,39 7,08 £0,25 7,45 +0,33 7,57 £0,3 7,86 £ 0,29 7,14 £ 0,35
HGB (g/dl) 14,8 +0,34 14,8 + 0,33 14,9 +0,61 13,9 + 0,55* 15,05 +0,47 15,02 £0,72 15,33+0,81 14,55+0,31
HCT (%) 44,2 +1,28 43,8+0,72 44,2 +2,18 419+1,6 43,90 + 1,47 43,88 +1,85 45,06 + 2,14 42,12 £1,06
VCM (um?) 60,4 +1,14 60,6 £ 0,55 61+1,41 59+0,0 59,00+ 1,41 57,8 £0,84 57,33 £1,53 59,00 + 2,00
HCM (pg) 20,16 + 0,29 20,58 + 0,23 20,54 +0,33 19,6 + 0,35 20,18 +0,49 19,86 + 0,30 19,5+0,70 20,43+0,81
CHCM (g/dl) 33,46 + 0,26 33,88 +0,26 33,68+0,34 33,1+£0,53 34,25+0,1 34,24 +0,26 34 +0,30 34,6 £0,25
PLQ (10*/mm®) 916 + 74 1002 + 92 852 +81 770+ 75 793 £ 159 815 +163 950 +17 864,00 + 42
VMP (um®) 7,28 £0,82 7,88 £ 0,68 8,18 £ 0,99 6,77 £ 0,06 7,32+0,55 7,08 £0,75 6,53 +0,15 7,02 £0,58
LIN (%) 89,2 +1,65 90,3 + 3,33 88,3 +5,33 89,1+2,44 86,50 1,56 83,9+ 2,60 83,30 + 6,00 83,77 +£4,04
MON (%) 2,48 £0,18 2,14+ 0,46 2,12 +0,37 2,43+0,5 2,70 £ 0,75 2,90+ 0,64 2,80+0,26 2,82 £0,45
NEU (%) 7,6 +1,41 7,38 £ 3,05 7,16 £1,3 7,4+1,37 9,97 £1,54 12,94 + 2,56 11,20+ 3,12 11,4 +2,50
EOS (%) 0,58 £0,70 0,14 £ 0,05 0,68 £ 0,57 0,96 + 1,50 0,67 £ 0,46 0,14 + 0,09* 1,47+ 2,10 1,92+1,84
BAS (%) 0,1+0,1 0,08+ 0,04 0,12 £ 0,04 0,13+0,06 0,15 £ 0,06 0,10 £ 0,07 0,17 £0,11 0,075 + 0,05

*diferente do grupo controle ao nivel de significancia de p<0,05 (Dunnett).

LEU = leucdcitos; ERI = eritrocitos; HGB = hemoglobina; HCT = hematdcrito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular

média; CHCM = concentracao de hemoglobina corpuscular média; PLQ = plaquetas;VMP= volume médio das plaquetas; LIN = linfécitos;

MON = mondcitos; NEU = neutréfilos; EOS = eosinéfilos; BAS = basofilos.
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A coagulacdo sanguinea se desenvolve em trés estagios fundamentais. Em
resposta a uma lesdo vascular ou a um dano ao proprio sangue forma-se uma
substancia ou complexo de substancias designadas de “ativadores de protrombina”
que catalisa a conversao da protrombina em trombina, que por sua vez converte o
fibrinogénio em filamentos de fibrina que englobam plasma e elementos figurados do
sangue na formacdo do codgulo. A protrombina €& formada continuamente pelo
figado, se este oOrgdo reduzir sua producdo o teor sanguineo caira em 24 horas
abaixo do nivel necessario para a coagulacdo. Os valores médios do tempo de
protrombina foram semelhantes para todos os grupos independentes do sexo do
animal (Tabela 21).

Tabela 21 Tempo de protrombina (TAP) dos ratos no final do periodo experimental
de 28 dias (média + DP)

Dose Machos Fémeas

0 10,04 +0,34 10,28 +1,28
(n=5) (n=4)

25% 10,10 + 0,62 9,34 +0,53
(n=5) (n=5)

50% 9,60 £ 0,74 10,17 £0,31
(n=5) (n=3)

100% 10,12 + 0,96 8,98 +0,34
(n=5) (n=4)

As plaquetas também contribuem para a coagulagdo sanguinea, pois aderem
as paredes de vasos sanguineos lesados (adesao plaquetaria) formando o tampéo
plaquetéario, secretam varias moléculas bioativas (agregacéao e secrecao plaguetaria)
e contribuem para a geragdo de trombina (PARISE; SMITH; COLLER, 2001). A
trombocitose pode ocorrer em anemias por deficiéncia de ferro, em periodos poés-
hemorragicos, em processos inflamatorios, nas sindromes mieloproliferativas e apos
traumas enquanto que a trombocitopenia pode estar associada a infeccdes virais,
aplasia medular, anemias por deficiéncia de vitamina B12 e acido fdlico,
quimioterapia entre outras causas (FAILACE, 2003). Alteracbes funcionais

adquiridas podem ser devidas a doencas sistémicas como a uremia e hepatopatias
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cronicas e a desordens hematoldgicas, entre outras (SHATTIL; ABRAMS;
BENNETT, 2001). N&ao ocorreram alteragbes significativas na contagem de
plaguetas com a ingestao por 28 dias da agua residual da fermentacdo do amido de
mandioca (Tabela 20).

Quanto as analises bioquimicas, os animais machos apresentaram valores de
colesterol, albumina e sédio superiores ao do grupo controle, no grupo que recebeu
25 % do residuo e os triglicerideos nos grupos que receberam 25 e 50 % (Tabela
22).

Apesar dos valores médios de glicose se encontrarem dentro da faixa de
normalidade para estes animais (87-146 mg/dl) (WOLFORD et al., 1986), a média
dos animais dos grupos testes foi superior ao controle, com o0 grupo 25%
apresentando os maiores valores. O mesmo nao ocorreu com as fémeas.

Em condi¢cdes normais, o teor de glicose no sangue mantém-se dentro de
limites bastante estreitos. Os niveis de glicemia sdo regulados pela intervencéo de
diversos hormdénios, sobressaindo, por sua maior atividade a insulina, cuja acéo
reduz a taxa glicémica. Em condi¢cdes patoldgicas, ou sobrecarga do sistema
regulatorio, pode ocorrer um desequilibrio levando a estado de hiper ou hipoglicemia
(MILLER, 1995; HENRY, 1995).

Inimeras sindromes e doencas estdo associadas com altos niveis de glicose
plasmaticas em jejum, tais como diabetes mellitus, pancreatites, doencas
enddcrinas, hepaticas, estresse, entre outras. A hipoglicemia pode ser causada por
hipotireoidismo, hiperinsulinismo, distlrbios na absor¢éo intestinal, anorexia nervosa,
diarréia, esforco muscular intenso entre outros (LIMA et al., 1992; MOURA et al.,
1997).

A dosagem de triglicerideos constitui um parametro importante na detecgao
de disturbios no metabolismo lipidico. (HENRY,1995). A taxa dos triglicerideos é
elevada no diabetes, na sindrome nefrética, na pancreatite, interferéncia bacteriana,
estrogenos, alcool. A hipotrigliceremia pode estar relacionada com o uso de algumas
drogas, ma-absorcdo, desnutricdo (LIMA, 1992; MOURA, 1987). Nos animais
machos os valores de triglicerideos foram superiores ao do controle nos grupos 25 e
50% e nas fémeas somente o valor médio do grupo 50% foi menor do que o do

grupo controle.
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Tabela 22 Parametros bioquimicos do sangue dos ratos,machos e fémeas, no final do periodo experimental de 28 dias (média +

DP).
Parametros Machos Fémeas
Dose 0% 25% 50% 100% 0% 25% 50% 100%
(n=5) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=5) (n=3) (n=4)
CHOL (mg/dI) 54,80 + 4,76 67,2+15,51 79,2+9,81* 67,0049,09 75,00£18,46 93,20+29,81 63,3318,62 102,00+16,57
LDL (mg/dl) 42,64 +10,78 42,34+10,25 40,32+9,55 39,70+8,28 55,85+23,95 64,24+23,03 43,13+10,74 63,93+12,76
HDL (mg/dl) 11,20 +4,21 16,80 £5,22 14,80+6,06 12,0045,23 17,00+6,68 17,2046,34 15,33+4,51 21,75%4,27
TGL (mg/dl) 56,00+16,55 90,20+14,53* 94,40+22,29*  71,25+18,73 79,50£12,97 58,60+18,93 47,33+11,93* 81,50+25,16
CREA (mg/dI) 0,20+0,07 0,26+0,09 0,26+0,09 0,18+0,05 0,23+0,10 0,24+0,15 0,30+0,00 0,30+0,08
ALP (U/L) 80,40+16,86 92,00+23,51 99,40+25,08 75,25+18,71 59,50+5,07 63,80+24,90 64,33+10,41 78,0048,12
GLU (mg/dl) 63,6+2,70 108,80+17,08* 88,60+9,07* 83,00+7,12* 76,00+14,76 59,60+11,72 61,0045,57 84,75+11,03
AST (U/L) 76,40+12,70 73,8049,96 86,20+19,64 70,25+10,10 76,00+4,08 93,50+7,76* 99,00+16,00* 85,33+2,49
ALT (U/L) 28,40+1,52 31,2043,11 28,80+3,96 28,25+3,86 26,00+3,37 24,8014,32 28,6610,58 28,0040,82
TP (g/dl) 3,566+0,55 4,78+0,87 4,24+0,77 3,68+0,71 4,43+0,85 4,06+1,28 4,47+45,23 5,23+0,53
ALB (g/dl) 0,68+0,13 1,04+0,25* 0,88+0,19 0,75+0,17 0,98+0,22 0,86+0,29 1,10+0,10 1,13+0,15
Na (mmol/L) 94,8+10,85 118,6+14,89* 109,6+14,15 99,25+10,72  114,25+15,97  104,00+21,97 109,33+8,08 127,75+8,62
K (mmol/L) 3,16+0,34 3,86+0,35 3,56+0,55 3,33+0,62 3,95+0,66 3,54+0,68 4,30+0,20 4,18+0,25
Cl (mmol/L) 65,8018,17 83,20+12,11 77,40%£10,78 69,50%7,42 82,75+13,38 73,80+17,82 77,3316,43 93,25+7,14

n = nimero de animais. * diferente do grupo controle ao nivel de significancia de p<0,05 (Dunnett).
CHOL= colesterol, LDL = lipoproteina de baixa densidade, HDL = lipoproteina de alta densidade, TGL = triglicerideos , CREA =creatinina, ALP = fosfatase
alcalina, GLU = glicose, AST = aspartato transaminase, ALT= alanina aminotransferase, TP = proteina total, ALB= albumina, Na = sddio, K = potassio,

Cl = cloreto
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A hipercolesterolemia pode ocorrer no diabetes, com taxas elevadissimas, no
hipotireoidismo, distarbios no trato biliar, anestesia por éter, dentre outros. A
hipocolesterolemia pode ser causada por hipertireoidismo, anemia perniciosa,
hepatites, ma-absorcao intestinal (HENRY, 1995). Os valores médios de colesterol
foram maiores que o do controle somente nos animais que receberam a dose de
50%.

As alteracdes ocorridas nos parametros bioquimicos no sangue como
colesterol, triglicerideos, nos machos; triglicerideos, glicose e aspartato
transaminase nas fémeas ndo demonstram ser dose dependente e encontram-se
dentro da faixa de normalidade para a espécie (WOLFORD et al, 1986).

As medidas da atividade das enzimas séricas podem auxiliar nas conclusdes
sobre a localizacéo e a natureza das alteracfes patoldgicas (BURTIS; ASHWOOD;
TIETZ, 1998). Um aumento da atividade de enzimas séricas acima da variacdo
normal pode significar um aumento da sua producgéo pelas células ou diminuicdo da
taxa de depuracdo destas enzimas da circulacdo (LOEB; QUIMBY, 1989, BURTIS;
ASHWOOD; TIETZ, 1998).

A Fosfatase alcalina esta acentuadamente elevada em doencgas biliares, no
entanto um aumento do nivel sérico desta enzima ndo € uma indicacao definitiva da
atividade tecidual (LOEB; QUIMBY, 1989; BURTIS; ASHWOOD; TIETZ, 1998). A
aspartato transaminase € largamente distribuida em diversos tecido nos ratos, com
as mais altas concentracdes no figado, coracdo, musculo esquelético e rim. A
alanina aminotransferase é uma enzima especifica do figado em ratos, por isso o
aumento da atividade sérica € indicativo de dano hepatocelular e necrose
hepatica.(LOEB; QUIMBY, 1989). Neste estudo somente 0s niveis da enzima
aspartato transaminase nas fémeas que receberam as doses de 25 e 50% foram
maiores que o grupo controle.

Os valores obtidos para creatinina, proteinas totais, albumina, sddio, potassio
e cloreto neste experimento (Tabela 22) estdo abaixo dos valores de referéncia para
esses animais (WOLFORD et al, 1986; CHARLES RIVER,1998), no entanto estes
animais ndo apresentaram outros sinais clinicos que pudessem estar relacionados
com estes valores baixos. Somente 0s animais machos que ingeriram a dose de 50
% apresentaram um nivel de sédio maior que o grupo controle. Segundo Loeb e

Quimby (1989), os efeitos de um composto sobre os parametros bioquimicos deve
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ser avaliado comparando com um grupo controle, pois ocorre uma grande variagao
entre 0s animais experimentais o que dificulta a utilizacao de valores de referéncia.

A creatinina é filtrada nos rins e pode ter seus niveis aumentados no sangue
quando este Orgao esta alterado. Medidas de albumina sérica, cuja concentracéo
sérica na maioria dos animais de laboratério variam de 2,42 a 4,19 g/dl, é importante
para o diagnostico do estado nutricional, integridade do sistema vascular e funcéo
hepatica (LOEB; QUIMBY, 1989). Uma reducéo nos niveis de albumina sérica pode
ser interpretada como desnutricdo, doenca hepatica crbnica, doenca renal e
intestinal (LOEB; QUIMBY, 1989; BURTIS; ASHWOOD; TIETZ, 1998). No entanto a
sua concentracdo pode estar reduzida no animal em jejum por 18 horas (LOEB,;
QUIMBY, 1989). Os valores de proteina total tende a cair quando a analise é
realizada ap6s o congelamento da amostra, possivelmente pela crioprecipitacdo de
alguma proteina.(LOEB; QUIMBY, 1989).

Os eletrdlitos como potassio, soédio, cloreto, calcio e magnésio sado
responsaveis pela manutencdo da pressdo osmotica, distribuicdo da agua nos
compartimentos do organismo, manutencdo do pH e regulacdo das funcdes
cardiacas. A hiponatremia (concentracao reduzida de sodio no plasma) pode ocorrer
por vOmitos prolongados, diarréia, enteropatias e poliaria, bem como na retencao
excessiva de agua no caso de edema, ascite, cirrose e desnutricdo (BURTIS;
ASHWOOD; TIETZ, 1998). Sinais clinicos como o0s citados acima n&do foram

observados nos animais deste estudo.

Andlise histopatoldgica

O intestino delgado € a regido onde ocorrem 0s principais processos de
digestdo e absorcdo de alimentos. A mucosa intestinal é a principal barreira a
potenciais patdégenos e substancias toxigenicas. A degradacdo da mucosa intestinal
tem sido usada como marcador de toxicidade por bactérias (SALMINEN et al. 1998).

Os resultados da analise histopatoldgica apresentados na Tabela 23 mostram
gue a maioria dos animais machos apresentou apenas lesdes histoldgicas leves na
regido intestinal analisada, com perda de revestimento epitelial. Apenas um animal
do grupo que recebeu 100% da agua residual apresentou lesdo intensa com
destruicdo das vilosidades intestinais e presenca de infiltrado inflamatorio. No

entanto nas fémeas, todos os animais avaliados no grupo controle e no grupo 100 %
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apresentaram lesfes intensas, enguanto 0s animais que receberam as outras doses
praticamente ndo apresentaram lesfes. Nao foi possivel, entretanto concluir que a
lesdo foi ocasionada pela bebida ingerida, uma vez que o grupo controle tambéem
apresentou estas lesfes e 0s animais ndo apresentaram sintomas como perda de
peso, vomitos ou diarréia.. Doencas inflamatérias do trato intestinal sdo muito
comuns em animais de laboratério e sdo frequientemente associadas com bactérias,
virus, e parasitas, e em muitos casos sao de etiologia desconhecidas (McCLURE, et
al., 1978). As lesbes observadas nos animais experimentais podem ser vistas na

Figura 7. As causas destas lesdes nao foram analisadas.

Tabela 23 Resultados da andlise histopatolégica do corte intestinal dos animais
apos 28 dias de experimento.

NC de Lesoes
Sexo Dose .
animais Normal Leve Moderada Intensa

0% 5 5 0 0 0
25% 5 0 5 0 0

Machos
50% 3 1 2 0 0
100% 5 0 4 0 1
0% 5 0 0 0 S

Fémeas 25% 5 4 1 0 0
50% 5 5 0 0 0
100% 5 0 0 0 5
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Figura 7. Aparéncia da mucosa intestinal do intestino delgado dos diversos
grupos experimentais. A - mucosa intestinal normal com as vilosidades
intestinais preservadas e auséncia de infiltrado inflamatorio na mucosa (aumento
10x); B - lesdo leve da mucosa intestinal com perda das pontas das vilosidades
intestinais (aumento de 10x); C- lesdo moderada da mucosa intestinal com
lesbes das vilosidades e presenca de nédulos linfaticos abundantes na mucosa
(aumento de 4x)e D - lesdo intensa da mucosa intestinal com destruicao
completa das vilosidades intestinais e grande quantidade de infiltrado
inflamatoério (aumento de 4x).

Segundo Adams (1999), as bactérias laticas normalmente encontradas nos
alimentos fermentados e utilizadas na fabricag@o de probidticos séo seguras.

KE et al (2005), avaliaram a toxicidade de uma bebida antioxidante derivada
da fermentacdo de arroz ndo polido, maméao e alga marinha com bactéria latica,
levedura e bactéria fotossintética e n&o encontraram nenhuma alteragdo no
crescimento, consumo, comportamento, parametros hematologicos ou bioquimicos,
bem como na inspecdo histoldégica do coracao, figado, baco e pulméo, em ratos
alimentados por 90 dias com doses de 150, 100 e 50 vezes a dose diaria

recomendada.
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Estudos de dose repetida de 28 dias em ratos tratados com 2000mg/kg de
peso de microrganismos desidratados ndo demonstraram efeitos adversos
relacionados ao tratamento (KITANO et al, 2004).

Avaliacdo da toxicidade realizada em diversas cepas puras de bactérias
laticas, para sua utilizacdo como probiotico, tem demonstrado que mesmo em
grandes quantidades n&o produzem efeitos adversos quando analisados em ratos
(HUANG et al,2003; TSAI et al, 2004a;TSAI et al, 2004b).

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a &agua residual da
fermentacdo do amido de mandioca para a producao de polvilho azedo, nas doses
avaliadas, ndo apresenta toxicidade. Este resultado pode ser, em grande parte,
atribuido ao baixo teor de sdlidos totais caracteristico das aguas da fermentacéo do
amido de mandioca, as quais, se forem consumidas em um novo produto, néo iréo
sofrer concentragdo que venha a comprometer a seguranga. No entanto, um estudo
mais prolongado e com maior nimero de animais pode ser necessario para
assegurar a utilizacdo deste residuo, bem como avaliar possiveis propriedades
probidticas.

O objetivo deste estudo foi avaliar as 4guas da fermentagéo do polvilho azedo
da forma como € eliminada, como residuo agroindustrial. A partir da intencédo de uso
destas aguas, provavelmente como uma nova bebida, ela ndo sofrerd concentracéo,
0 que poderia ser economicamente inviavel, ou mesmo alterar as caracteristicas

microbioldgicas encontradas.
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5 CONCLUSOES

- A 4gua residual da fermentacdo do amido de mandioca apresenta uma composicao
muito pobre com baixa quantidade de soélidos totais e conseguentemente de

nutrientes;

- A conversao do amido de mandioca fermentado em acido latico é baixa

representando uma produtividade de 1,5%;

- As contagens totais de bactérias laticas na agua residual da fermentacdo do amido
de mandioca variaram de 5,27 a 7,84 log UFC/mL; e nas amostras analisadas estas
bactérias foram identificadas principalmente como Lactobacillus plantarum, o que
pode significar que este residuo pode ser utilizado para producdo de bactérias

probidticas;

- Como o tipo de fermentacdo deste estudo ocorre de forma esponténea, s&o
necessarios mais estudos para estabelecer parametros adequados de fermentacao

para se obter um produto com a microbiota desejada,;

- A 4gua residual da fermentacdo do amido de mandioca apresentou baixa
toxicidade aguda (> 5,0 g/kg de peso);

- A ingestado de diferentes concentracdes da agua de fermentacdo do amido de
mandioca durante 28 dias ndo causou alteragdes clinicas e hematologicas

significativas nos animais;

- Estudos mais prolongados de toxicidade incluindo analises histologicas de outros
orgdos, devem ser realizados para garantir a seguranca deste residuo para

desenvolvimento de produtos.



88

6 SUGESTOES

- Apesar da baixa concentracdo de solidos totais, os demais compostos presentes
nas aguas residuais da fermentacdo do amido de mandioca, como por exemplo, a
presenca de vitaminas produzidas por microrganismos e oligossacarideos deve ser

investigada,

- Uma caracterizacdo mais aprofundada da microbiota presente nestas aguas em
diferentes épocas do ano e diferentes regifes, visando um maior controle da

fermentacao;
- Analise da viabilidade econdmica para producédo de acidos organicos;

- Desenvolvimento de bebidas probiéticas aproveitando a presenca de bactérias
laticas;

- Desenvolvimento de inoculo para fermentacdes mais controladas e producéo de

polvilho azedo de melhor qualidade.
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