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Quando ndo ha saude,

A sabedoria ndo se revela

A arte ndo se manifesta

A forga ndo pode combater

A fortuna se torna nutil

A inteligéncia ndo pode ser utilizada.

(Herophilus)



..Conta a lenda que, em uma certa tribo indigena, a filha do cacique ficou
gréavida.Quando o cacique soube deste fato ficou muito triste, pois sonhava que a
sua filha se casasse com um forte e ilustre guerreiro, no entanto, ela estava
esperando um filho de um desconhecido. A noite, o cacique sonhou que um
homem branco aparecia em sua frente e dizia para que ele néo ficasse triste, pois
sua filha ndio o enganara, ela continuava sendo pura. A partir deste dia o cacique
voltou a ser alegre ¢ a tratar bem sua filha.

Algumas luas se passaram ¢ a india deu 4 luz uma linda menina, de pele
branca e delicada, que recebeu o nome de MANI Mani era uma crianga muito
inteligente ¢ alegre, sendo muito querida por todos da tribo. Um dia, em uma
manhi ensolarada, Mani nfio acordou cedo como de costume. Sua mie foi
acorda-la e a encontrou morta. A india, desesperada, resolveu enterra-la dentro
da oca. Todos os dias a cova de Mani era regada pelas lagrimas saudosas de sua
mae.

Um dia, quando a m3e de Mani foi até a cova para regé-la novamente
com suas lagrimas, percebeu que uma bela planta havia nascido naquele local.
Era uma planta totalmente diferente das demais e desconhecida de todos os
indios da floresta. A mie de Mani comegou a cuidar desta plantinha com todo
carinho, até que um dia percebeu que a terra a sua volta apresentava rachaduras.
A india imaginou que sua filha estava voltando a vida e, cheia de esperangas,
comegou a cavar a terra. Em lugar de sua querida filhinha encontrou raizes
muito grossas, brancas como o leite, que vieram a tornar-se o alimento principal
de todas as tribos indigenas. Em sua homenagem deram o nome de MANIOCA,
que quer dizer Casa de Mani.

A planta, que hoje é o principal alimento dos indios, comegou a ser chamada de
manioca, até chegar a MANDIOCA.
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CAPITULO 1

Fermentacéo natural do polvilho azedo



Resumo

SILVEIRA, Ivana Aparecida da. Isolamento, caracterizaciio e diversidade de

bactérias envolvidas na fermentagio natural do polvilho azedo’. Lavras:
UFLA, 2001. 132p. (Tese - Doutorado em Ciéncia dos Alimentos)

§%'/A mandioca, uma planta tipicamente americana, ¢ amplamente utilizada
para consumo humano, constituindo-se num alimento altamente energético. Nas
etapas de processamento para obtengdo do polvilho azedo, uma seqiiéncia de
reagdes bioquimicas realizadas por grupos especificos de microrganismos,
resulta um produto de acidez varidvel devido ao teor e natureza dos acidos
formados. O estudo da diversidade dos microrganismos envolvidos neste
processamento pode proporcionar um melhor controle da fermentagio natural,
conduzindo para a produgio de um produto padronizado e, por conseguinte
oferecendo melhor conhecimento da natureza e fungdo da microbiota/Face ao
cxposto a presente pesquisa objetivou o isolamento, caracterizagdo € estudo da
diversidade de bactérias envolvidas na fermentagdo natural do polvilho azedo.
Para tal propésito, foram isoladas 873 bactérias nas diferentes etapas do
processamento do polvitho azedo utilizando-se os meios Plate Count Agar
(PCA) e Man Rogosa ¢ Sharpe Agar (MRSA) em condigdes de aerobiose. O
género Lactobacillus caracterizou o processo fermentativo € mostrou-se
dominante com 435 isolados (49,8%), scguidos pelos géneros, Streptococcus
(22,1%), Enterococcus (9,6%), Leuconostoc (4,3%), Pediococcus (2,3%) ¢
Lactococcus (0,9%). As linhagens de Lactobacillus foram classificadas em dois
grupos, de acordo com o tipo fermentativo. Adicionalmente foi realizado o
estudo fenotipico e genotipico das espécies de Lactobacillus isolados da
fermentagdo natural da fécula de mandioca para obtengdo do polvilho azedo. 48
isolados de Lactobacillus, escolhidas aleatoriamente, foram identificadas
bioquimicamente pelo sistema API e submetidos & extragdo do DNA para
identificagdo molecular pela técnica de RAPD. Os resultados das analises dos
perfis RAPD mostraram a cxisténcia de subtipos nas cspécies de Lactobacillus
estudadas, o que pode ter acentuado o polimorfismo detectado nos grupos
homofermentativos e heterofermentativos.

* Comité Orientador: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA; Rosane Freitas Schwan - UFLA.

to



Abstract

SILVEIRA, Ivana Aparecida da. Isolation, characterization and diversity of

bacterias involved in the natural fermentation in the sour cassava flour ~.
Lavras: UFLA, 2001. 132p. (Thesis - Doctorate in Food Science)

Cassava, a typically American plant is widely used for human
consumption, constituting into a highly energetic food. In the processing steps to
obtain the sour cassava flour, a sequence of biochemical reactions performed by
specific groups of microorganisms results into a product of variable acidity due
to the content and nature of the acids formed. The study of the diversity of the
microorganisms involved in this processing may provide a better control of the
natural fermentation, leading to the production of a standardized product and
hence providing improved knowledge of the nature and function of the
microbiota. In view of the exposed, the present research work aimed at the
isolation, characterization and study of the diversity of bacteria involved in the
natural fermentation of sour cassava flour. For such a proposal, 873 bacteria
were isolated in the different steps of the processing of sour cassava flour by
utilizing the Plate Count Agar (PCA) and Man Rogosa and Sharpe Agar
(MRSA) media under aerobiosis conditions. The genus Lactobacillus
characterized the fermentative process and proved to be dominant with 453
isolates (49.8%) followed by the genera Strptococcus (22.15), Enterococcus
(9.6%) , Leuconostoc (4.35) , Pediococcus (2.3%) and Lactococcus (0.9%) . The
strains of Lactabacillus were classified into two groups according to the
fermentative type. In addition. The phenotypic and genotypic study of the
species of Lactobacillus isolated from the natural fermentation of cassava fecula
for obtaining sour cassava flour was performed .48 isolates of Lactobacillus,
chosen randomly, were identified biochemically by the APl system and
submitted to DNA extraction for molecular identification by the RAPD
technique. The results of the analyses of the RAPD profiles showed the
existence of subtypes in the species of Lactobacillus investigated, which may
have stressed the polymorphism detected in the homofermentative and
heterofermentative groups.

* Guidance Committee: Fliana Pinheiro de Carvalho (Major Professor),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA; Rosane Freitas Schwan - UFLA.



1 Introducio Geral

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) é uma planta da familia
Euforbiaceae, tipicamente americana. E amplamente utilizada para consumo
humano, constituindo-se num alimento altamente energético por apresentar
cerca de 85% de amido na matéria seca (Chuzel, 1991). Foi levada pelos
indigenas a toda area brasileira, 3 América Central ¢ ao México. Para as
Filipinas ¢ o Continente Africano, foi levada pelos chineses e portugueses.
Assim, temos hoje estabelecidas culturas de mandioca em todas as regides de
clima tropical e subtropical, principalmente em Java, Filipinas, Ceildo,
Taildndia, Madagascar, Indonésia e Federagdo da Malasia (Pereira e Carvalho,
1979).

Segundo Scholtz e Catdo (1967), em certas regides do Brasil como Norte
e Nordeste, a variedade doce ou mansa é chamada aipim, ipi ou macaxeira, € o
nome mandioca € dado para a variedade amarga ou brava.

O processamento deste tubérculo visa, além da eliminagdo da toxidez e
preservagdo, a modificagdio de suas caracteristicas reolégicas e sensoriais
(Nakamura ¢ Park, 1975; Oyewole, 1991), obtendo-se no Brasil produtos como
raspas, farinhas, polvilho doce e azedo, entre outros (Figueroa, 1991).

O processo para obtengdio do polvilho azedo envolve fermentagdo
natural, usualmente sem inoculagdo ¢ sem suplemento nutricional, em que o
unico substrato empregado para o desenvolvimento da acidificagdo é a fécula
doce. Cereda (1973) verificou que esta fermentagéio se realizava em 3 fases,
durante as quais se sucediam grupos de microrganismos, do que resultava um
produto de acidez variavel devido ao teor e natureza dos acidos formados.

De acordo com Cereda e Giaj-Levra (1987) e Figueroa e Chuzel (1991),

as condi¢Ses encontradas durante a fermentag@o natural da fécula de mandioca



apresentam caracteristicas muito especiais, com um substrato composto
unicamente de amido granular como fonte de carbono para os microrganismos e
um meio solido, limitando a transferéncia de massa, onde muito rapidamente (3
a 5 dias) se estabelece uma anaerobiose estrita.

A inoculagdo da fécula com uma ou mais espécies selecionadas poderia
proporcionar um melhor controle da fermentagdo natural, orientar para a
produgio de um produto padronizado e, por conseguinte, oferecer melhor
conhecimento da natureza e fung@o da microbiota.

Futuras melhorias no processo de fermentagdo da mandioca poderdo
seguramente incluir o uso de enzimas exogenas, cultivos starters, fermentos
melhorados, melhoria das plantas processadoras e agentes enriquecedores de
proteina. Oyewole (1991) investigou o possivel papel da microbiota natural e
que tipo de contribui¢do cada grupo microbiano poderia dar ao processo, que
inclui hidrélise do amido, acidificagdo, detoxificagdo e desenvolvimento do
sabor. Segundo o autor, existe a necessidade de se desenvolver fermentos
starters, que ndo somente ajudardo na detoxificagéo, mas também melhorardo
outras caracteristicas desejaveis em produtos de mandioca. De acordo com
Figueroa (1991), para se conseguir parimetros de qualidade constante no
produto final, deve-se buscar estabilizar o processo no nivel de desenvolvimento
microbiano usando cepas acidogénicas, amiloliticas ¢ heterolaticas, condic¢des
pré-estabelecidas de baixo pH, temperatura e oxigénio.

A necessidade de se otimizar o processo industrial € garantir a obtengéo
de um produto com qualidade que possa ser mantida justificam a execugéo de
um trabalho onde se objetiva conhecer a distribuigdo da microbiota existente na

fermentacgdo da fécula doce.



2 Referencial Teorico

2.1 Polvilho azedo
2.1.1 Aspectos gerais

O amido ou fécula é um carboidrato de estrutura complexa, sendo
formado de duas frages de polissacarideos, a amilose e a amilopectina, ¢ que
pode ser encontrado em varias partes das plantas como reserva nutritiva, em
forma de particulas insoliveis (Bobbio € Bobbio, 1992; Lehninger, Nelsson ¢
Cox, 1995).

A amilose ¢ amilopectina sdio cadeias formadas de glicoses
polimerizadas através de ligagdes glicosidicas a, 1-4 € a 1-6. Essas ligagoes
glicosidicas podem ser rompidas pela ag¢@io de acido ou enzimas amiloliticas. Os
granulos de amido tém tamanho e forma caracteristicos de acordo com a espécie
botanica da qual séo extraidos. Suas propriedades fisico-quimicas podem variar
muito de uma variedade para outra e com o grau de maturidade da planta
(Bobbio € Bobbio, 1995).

A fécula da mandioca ou amido de mandioca, quando extraida em
pequenas industrias para fins culindrios, ¢ também conhecida como polvilho
doce e polvilho azedo, de acordo com seu teor de acidez. O maximo de acidez
permitido € de 1 mL de solugdo de NaOH IN por 100g de amostra para o
polvilho doce € 5 mL para o polvilho azedo (Nakamura, 1975).

O polvilho azedo é bem aceito pelo consumidor brasileiro, sendo
empregado na alimentagd@o e em aplicagGes nas quais ndo pode ser substituido
pelo polvilho doce. A fécula é usada na indistria de alimentos e também para
outros fins industriais como a engomagem de fios e tecidos (Camargo et al.,
1988; Arias, 2000).



/ O polvilho azedo ndo é um produto amplamente comercializado no
ambito internacional, trata-se de um produto tipico brasileiro, de grande
consumo, principalmente nos estados de Minas Gerais, Parana e Sdo Paulo.
Apesar de ser um produto aberto as exportagSes, segundo os importadores,
apresentam grandes problemas, sendo o principal deles a falta de uniformidade
no produto durante o ano, do ponto de vista de qualidade e de quantidade
(Asquieri, 1990). /

2.1.2 Processo de fabricacio

g ©

De acordo com as analises realizadas por Cereda (1973), a maioria do
polvilho doce produzido em escala industrial encontra-se dentro das
especificagdes legais, porém o polvilho azedo apresenta grandes oscilagdes nas
suas caracteristicas fisico-quimicas (composigdo ¢ teor de acidos orgénicos, cor,
viscosidade, etc.). Isto parece ocorrer porque a acidificagio do produto tem sido
feita através de fermentagfio natural, de uma maneira empirica, sem técnica
definida e sem controle de qualidade. )

O esquema de obtengdo do polvilho azedo consiste inicialmente em:
colheita ou recebimento das raizes, lavagem e descascamento, ralagéo e
peneiragem da massa sobre agua corrente. Nessa ultima parte o bagago
acumulado ¢ eliminado e a fécula ¢ arrastada pela dgua, sendo, depois, separada
por decantagdo em tanques, planos inclinados ou por centrifugagdo (Cereda,
1987). A fermentagdo da fécula pode ser feita em qualquer recipiente, desde o
popular cocho de madeira a tanques de alvenaria revestidos ou n@o de azulejos,
em recintos abertos ou fechados, para proteger contra alteragdes ambientais ou
materiais estranhos (Cereda, 1988).

Se essa fécula é imediatamente submetida & secagem apos a decantagéo,

o produto final ¢ o polvilho doce, mas passando por uma fermentagdo adequada



antes da secagem, o produto final é o polvilho azedo. Durante a fabricagdo de
raspas ou farinha de mandioca, obtém-se um liquido de prensagem da massa
sempre muito rico em fécula. Muitas fibricas deixam essa fécula residual
acumular e, através de fermentagdo, utilizam-na para produzir polvilho azedo
como subproduto. //

A fermentago € natural, sendo a fécula mantida em maceragiio com 10 a
15 cm de agua sobrenadante por 20 dias ou mais (Westby e Cereda, 1994). No
tocante ao tempo necessario para a fermentagdo, a literatura & bastante
contraditéria (Albuquerque, 1969), sendo que ha os que opinam que 3 dias sdo
suficientes. Este intervalo de tempo é determinado pelo grau de acidificagéio
desejado e pelas condi¢Ges climaticas, por sua vez, o grau de acidificagdo parece
depender da aplicagdo a que esse polvilho € destinado (Nakamura, 1975). .

Um outro ponto muito discutido por muitos autores diz respeito a agua
de maceragéio (Nakamura, 1975). Enquanto alguns recomendam a renovagéo da
agua periodicamente durante a fermentacgdo, outros ndo se referem ao assunto e
hé aqueles que sdo contra a renovagdo. Em nossa pesquisa ndo observamos
alteragbes do processo fermentativo em decorréncia da troca da agua de
maceragdo.

j(/\ (O processo € considerado terminado empiricamente, com o aparecimento
de espuma na superficie ¢ bolhas persistentes de gas que se formam no interior
da massa, com desprendimento de odor forte caracteristico. Ndo foram
encontrados na literatura esclarecimentos para a natureza dessa fermentagéo.
Encontramos apenas suposi¢hes de alguns autores de que talvez seja
fermentagdo acética, butirica ou latica, ou ainda combinagéo delas, provocada
pelo desenvolvimento de ﬁcmbiotas naturais. A secagem ¢ feita ao sol e vento,
sendo a massa colocada em jiraus de bambu (Cadenas e Buckle, 1980; Plata-
Oviedo, 1998).



e Grande impulso ao estudo do polvilho foi dado por Cereda (1973), que
analisou uma grande quantidade de polvilhos comerciais, em vérios ensaios de
fermentagdo, caracterizando alguns microrganismos participantes e efetuando o

reconhecimento dos acidos organicos formados. ‘\

2.1.3 Composiciio quimica

‘%O polvilho azedo comercial apresenta-se como um produto com
parametros de qualidade ainda ndo bem definidos,embora a legislag@o brasileira
o diferencie /do polvilho doce somente pela acidez do produto (Brasil, 1978,
Brasil, 1993). O polvilho doce ¢ qualificado por apresentar uma acidez maxima

"de 1,0 mL de NaOH N/100 g de matéria seca e o polvilho azedo, uma acidez de
5,0 mL de NaOH N/100 g de matéria seca.
( Cereda (1973) comprovou que este parametro ¢ inadequado para avaliar
a qualidade do polvilho azedo visando sua utilizagdo em processamento de
alimentos. A autora analisou 25 amostras de polvilho azedo comercial originario
de diversas regides do Brasil e obteve a seguinte composi¢do media: umidade
14%; amido 84%; proteina 1,2%; cinzas 0,31%; fibra 0,50%; matéria graxa
0,004%; pH 3,87 e acidez titulavel 5,25 mL de NaOH N/100 g. Freqiientemente
estas amostras mostraram valores forg dos limites estabelecidos pela legislagdo.
Cereda (1973) e Asquieri (1990) citaram que a fermentagdo aumenta o teor de
proteina na fécula doce provavelmente devido & presenga de material orgénico
proveniente dos microrganismos da fermentagdio ou de seus metabolitos que
permaneceram no material. Os autores também concordaram que a variagao do
teor de cinzas e fibra provavelmente se deve a falta de cuidado durante o
processo onde facilmente se contamina com diversos tipos de detritos (areia,
pedagos de madeira, insetos, etc.) /



2.1.4 Transformacdes fisicas e reolégicas da fécula durante o processo
fermentativo

b

Cereda (1973) comprovou que durante a fermentagdo da fécula de
mandioca os granulos de amido sdo degradados por amilases originadas por
Bacillus sp, principalmente de Bacillus subtilis, cuja produgdo de enzimas
amiloliticas ¢ bastante conhecida. O efeito dessas amilases pode ser observado
no aspecto alterado da superficie dos granulos de amido apds a fermentagéo,
com pontuagdes e rugosidades caracteristicas. /

/ A agdo de amilases sobre os granulos de amido de mandioca também foi
obsefvada por Cadenas e Buckle (1980). Os granulos de amido fermentado
apresentaram, sob luz polarizada, perda parcial da birrefringéncia e tendéncia
marcante para formar agregados. Para os autores o fato comprova que além da
agdo dos acidos ha evidéncias de ataque enzimético caracterizado pelas
perfuragdes semelhantes aos descritos por Cereda (1973). iI

35 / A literatura referente as modificagSes do amido de mandioca durante o

P

processo fermentativo na produgéo de polvilho azedo € ainda bastante escassa.
Asquieri (1990) demonstrou que os gra‘mulds de amido de mandioca sdo
danificados através da fermentagdo natural, encontrando valores de 2,90% de
amido danificado no polvilho azedo da indistria, 2,75% na fécula fermentada no
laboratorio e de 1,4% na fécula doce.

ﬂ O processo fermentativo altera o granulo da fécula de tal modo que o
polvilho azedo apresenta caracteristicas peculiares (Demiate et al., 2000).'As
modificagGes que ocorrem durante a fermentagdo alteram sua reologiaﬂ:le modo
que os amilogramas caracteristicos se apresentam com viséésidade maxima
menor do que a fécula doce; ¢ o inicio de gomificagdo é detectado a
t temperaturas inferiores a do polvilho doce nas mesmas concenlraqéés, sem

| tendéncia a gelificagdo durante o resfriamento até 50°C, com viscosidade muito

/ baixa e mais ou menos constante (Ascheri, 1992).
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Cereda (1985) estudando 12 amostras de fécula fermentada comercial
observou que as pastas com 8% de concentragdo tiveram diferengas
significativas nas caracteristicas viscogréficas, possibilitando separa-las em 3
grupos (A, B e C). As féculas fermentadas do grupo A apresentaram picos de
viscosidade baixa, ndo ultrapassando as 500 U.B. com pastas pouco estaveis; as
do grupo B apresentaram valores de pico méaximo entre 500 e 800 U.B., com
caracteristicas semelhantes ¢ o grupo C caracterizou-se mais pela alta
estabilidade da pasta do que por pico de viscosidade méaxima elevada, embora
apenas uma amostra mostrasse pico inferior a 800 U.B.

6 Nakamura, Morais e Martucci (1976), em estudo comparativo entre o
polvilho azedo e o doce, também chegaram & concluséo de que a fermentagéo,
além de conferir ao produto sabor ¢ odor caracteristicos, causa alteragdes em
suas propriedades fisico-quimicas.

QK As divc;rsas alteragdes que ocorrem na fécula durante a fermentagéo séo
atribuidas ao desenvolvimento de uma variada microbiota proveniente da
matéria-prima, da agua e do meio ambiente, sendo que o substrato empregado
restringe-se a uma suspensdo de amido granular em 4gua (Cereda e Giaj-Levra,
1987).

Segundo Cereda et al (1985), Cereda e Lima (1985), Cereda ¢ Bonassi
(1985), o inicio do processo fermentativo ¢ acompanhado por rapida queda na
concentragdo do oxigénio dissolvido, ocasionada por bactérias amiloliticas
aerébiaﬁér capazes de consumir oxigénio e produzir gases como didxido de
carbono e hidrogénio, além de acidos orginicos como o latico, butirico, acético e
outros. A baixa disponibilidade de oxigénio e os produtos oriundos da hidrdlise
do amido também induzem o processo a vias fermentativas acidogénicas, com
aumento na produgdo destes acidos e oscilagdes nas concentragdes de agucares
(Figueroa, 1991; Cereda e Lima, 1985b).
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Verificando a atuag@o da enzima alfa-amilase, Cereda e Lima (1985b)
observaram um aumento no teor de acucares redutores na fase inicial de
fermentagGes realizadas em laboratério, com um decréscimo no final do periodo
fermentativo, o qual foi atribuido aos microrganismos consumidores destés
carboidratos e as condiges desfavoraveis para atuagdo da enzima. Em estudos
com féculas fermentadas por 40 dias, Cereda et al (1985) nido detectaram
agucares redutores no liquido sobrenadante. |

A fermentagdo ¢ realizada em ambientes abertos, assim sendo, a
microbiota presente depende das interagdes ecologicas do meio e de fatores
ambientais /(Zapata, Martinez ¢ Parada, 1991; Mestres e Rouall, 1997). No
entanto, as andlises do liquido sobrenadante de diversas fermentagbes
demonstram invariavelmente, redugdes nos valores de pH e aumento nos teores
de acidez tituldvel (Cereda et al, 1985; Cereda e Giaj-Levra, 1987). A
acidificagdo natural da fécula foi constatada em ensaios de laboratorio dentro de
24 horas, quando o pH inicial de 6,0 estabilizou-se no segundo ou terceiro dia ao
redor de 3,0 (Cereda e Lima, 1981); os autores observaram que embora o pH
permanecesse estacionario, os valores de acidez oscilaram até o final do
processo. Observagdes semethantes foram feitas na Colombia, eom valor inicial
de pH igual a 6,5 e decréscimo deste valor, apds dois a trés dias, para 3,5
(Cardenas e Buckle, 1980).

ante a secagem do polvilho azedo ocorre a volatilizagdo de acidos e
compostos aromaticos, com conseqiientes oscilagGes nos valores de pH e acidez
tituléveL/Anélises destes parametros realizadas por Cereda, Lima ¢ Brasil (1981)
em amostras de 25 marcas do produto comercial resultaram em valores de 3,0 a
4.5 para pH e de 3,0 a 8,94 para acidez titulavel (mL de NaOH N/100 g.).

Durante o processo fermentativo ocorre danificagdo da fécula,
principalmente pelo ataque de a-amilases provenientes de bacilos como Bacillus

subtilis (Cereda, 1975). Estudos sobre o teor de amido danificado na fécula
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fermentada sdo escassos. Moorthy e Ramanujam (1986) encontraram valores de
0.07% a 1,37% em amidos de mandioca de diferentes variedades € €pocas de
colheita. Asquieri (1990) estudando polvilho azedo industrial, fécula fermentada
em laboratério e polvilho doce, obteve valores de 2,90%, 2,75% e 1,56%,
respectivamente. Teores de 0,23% a 2,58% foram obtidos por Ascheri (1992) em
trés diferentes meios, observando que a fermentagdo industrial proporcionou um
aumento inicial mais elevado deste parametro em relagdo aos experimentos em
laboratério e tanque experimental; o aumento foi atribuido a carga microbiana
inicialmente presente no tanque industrial. /

Amidos nativos apresentam-se insoliveis em agua em temperaturas
inferiores 4 de gelatinizagdo. A gelatinizagdo ¢ caracterizada pela fusdo das areas
cristalinas do granulo além da perda de birrefringéncia, com hidratagéo e
expansdo imreversiveis (Greenwood, 1964; French, 1984). Segundo Cédenas e
Buckle (1980) a fermentagdo provoca uma ligeira redugdo na temperatura de
gelatinizagdo do polvilho; os autores obtiveram valores de 61°C para polvilho

doce € 60,5°C para polvilho azedo. -,

2.1.5 Transformagdes microbiolégicas

A natureza do processo fermentativo utilizado comercialmente ¢ ainda
pouco conhecida, € se caracteriza por ser um processo rudimentar e empirico,
em que a maioria dos produtores no utiliza indculo para garantir ou apressar a
fermentagdo (Meuser ¢ Solnik, 1978; Moorty, Mathew ¢ Padmaja, 1993).
Alguns poucos produtores costumam usar como inéculo o polvilho azedo da
safra anterior, umido ou seco, ou deixar no fundo do tanque um pouco da fécula
fermentada. Outros tipos de indculos ou fontes de microrganismos as vezes
empregados sdo graos de milho ou mistura de fuba e suco de limdo que, envoltos

em sacos, sdo colocados no fundo do tanque. Enquanto o primeiro tipo de
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inéculo € vantajoso, a acidificagdo artificial ¢ temporaria € ndo produz polvilho
azedo de boa qualidade. Quer tenha inicio na microbiota do indculo, meio
ambiente ou matéria-prima, a fermentagéo sempre apresenta sinais visiveis apos
poucos dias, com formagdo de bolhas ¢ espuma na superficie, o que segundo
Cereda (1981) ¢ considerado por alguns autores o final do processo
fermentativo.

O principal problema enfrentado pela agroindistria do amido é a
variagdo da qualidade final, sendo impossivel obter um produto com as mesmas
caracteristicas, mesmo tendo a mesma origem (Figueroa, 1991).

Segundo Figueroa ¢ Chuzel (1991) as condigdes encontradas durante a
fermentagdo natural do amido de mandioca apresentam caracteristicas muito
especiais: a) um substrato composto unicamente de amido como fonte de
carbono para os microrganismos € b) um meio solido, limitando a transferéncia
de massa e onde muito rapidamente (3 a 5 dias) se estabelece condi¢des de
anaerobiose estrita. A fermentagdo caracteriza-se pelo abaixamento do valor do
pH, com produg¢do concomitante de dcidos orgénicos € compostos aromaticos.

Figueroa (1991) cita que muitos organismos que obtém energia por
fermentagdo sdo anaerobios estritos. Outros, entretanto, sdo anaerébios
facultativos capazes de crescer tanto em presenga, como em auséncia de
oxigénio. Em geral, os organismos fermentativos que sdo anaerébios facultativos
mudam seu metabolismo produtor de energia ao serem expostos ao ar: a
presenga de oxigénio molecular induz a8 mudanga metabolica da fermentagdo a
respiragdo. Bactérias do grupo acido-laticas, entretanto, sdo exce¢des notaveis a
esta regra, visto que o oxigénio ndo modifica seu metabolismo produtor de
energia e a fermentagdo prossegue quando crescem em presenga de oxigénio.

De acordo com Zapata, Martinez ¢ Parada (1991) a fermentagdo natural
¢ feita por uma microbiota mista, que produz um aumento na acidez titulavel

durante o processo. A acidez total expressa como acido latico alcanga valores de
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0,40-0,53g%. O acido latico constitui 60% da acidez total. Cardenas e Buckle
(1980) encontraram 66-82% de éicido latico no total do &cido produzido,
confirmando assim o papel da bactéria 4cido-latica no processo. Os autores
verificaram ainda a presenga de outros dcidos, tais como acético € uma mistura
de acético e butirico.

Cereda ¢ Lima (1981) estabeleceram uma técnica de fermentagéio de
laboratério que permitiu acompanhar o processo através de determinagdes de
pH, acidez tituldvel, agucares, 4cidos orgdnicos, além da enumeragdo,
isolamento e identificagdo da microbiota ocorrente. “E dificil explicar uma
fermentagdo tdo exuberante a partir de um meio de cultivo tdo pobre”. No
processo de purificagdo da fécula perdem-se os compostos soliveis constituintes
da raiz, contendo os compostos nitrogenados € vitaminas. O substrato fica entdo
restrito a uma suspensdo granular, em agua. Entretanto, Cereda (1973)
identificou uma abundante microbiota no material em fermentagdo e subdividiu-
a em trés grupos pela ordem de ocorréncia, embora as fases ndo sejam
obrigatoriamente distintas. Esses agentes podem ter origem na propria matéria-
prima, nos tanques que ndo sdo lavados apds a descarga ou no proprio meio
ambiente. Ensaios em laboratorio, realizados em condigdes estéreis,
comprovaram que o polvilho doce seco contém microrganismos suficientes para
que sejam usados como indculo. A fécula doce comercial apresentou em média
2,3 x 10* microrganismos aerébios; 7,5 x 10* microrganismos anaerébios e 4,1 x
10° esporos de microrganismos aerébios mesofilos por 100 gramas de matéria
seca (Cereda, 1981).

Cereda, Lima e Brasil (1985) verificaram que ocorre uma queda da
tensdo de oxigénio na agua sobrenadante da fermentagdo, proporcionando
condi¢des para que, nos primeiros dias, o ambiente tome-se microaerébio.
Considerando-se o teor inicial de O, a concentragdo apresentou decréscimo

acentuado entre o primeiro e o terceiro dia, elevando-se apds, para se manter
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proximo ao equilibrio com o oxigénio do ar pelo restante do periodo de
fermentagdo. O final da fase de maior depressdo no teor de oxigénio coincidiu
com o inicio da fase mais tumultuosa da fermentagdo da fécula, quando as
bolhas sdo formadas no interior da massa de polvilho depositada € migram para
a superficie, formando uma camada fina.

Segundo Cereda (1973) a presenga de microrganismos da primeira fase
poderia estar associada a rapida queda de concentragdo de O; dissolvido. Entre
estes, citam-se os géneros Escherichia, Alcaligenes, Micrococcus e
Pseudomonas, capazes de consumir oxigénio, produzir gases (CO; ¢ Hy) e
acidos organicos. Ainda nesta fase, foi detectado Bacillus, predominando o
B.subtilis, cuja produgdo de enzima amilolitica € bastante conhecida.
Provavelmente nesta fase tem inicio o ataque de enzimas ao amido granular,
propiciando uma fonte de carbono para o metabolismo dos agentes de
fermentagdo. O efeito dessas amilases pode ser notado no aspecto alterado dos
granulos de amido de mandioca, apos a fermentagdo. Comprova-se essa hipotese
através da identificagdo cromatografica dos agucares presentes no liquido
sobrenadante, ao longo da fermentagdo. Cereda et al (1982) detectaram glicose
(G:) apenas nos primeiros dias de fermentagdo e maltotretoses (Gs) nos demais,
até o 30° dia, indicando que os agucares produzidos véo sendo rapidamente
consumidos.

Martinez (1981), citado por Figueroa (1991), realizou na Colombia o
isolamento e caracterizagdo da microbiota presente na fécula de mandioca.
Encontrou que as bactérias amiloliticas microaerébias sdo as iniciadoras do
processo, proporcionando condigbes através de produtos metabolicos, para o
desenvolvimento dos outros microrganismos. O autor observou os grinulos de
amido fermentado ao microscopio eletrdnico e constatou a alterag@o e redugdo
do tamanho dos mesmos, sendo que no final do processo, encontrou granulos

sem nenhuma modificagdo.
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Zapata ¢ Parada (1988) encontraram grande variedade no numero ¢ tipo
de microrganismos durante a fermentagdo. Por microscopia, observaram a
aderéncia dos microrganismos a superficie dos grianulos e pequenas alteragdes
do mesmo, como conseqiiéncia da agdo enzimatica ¢ da acidez do meio. Os
bacilos esporulados Gram-positivos apresentaram maior atividade amilolitica
que os estreptococos € leveduras. A concentragdo de aglcares redutores foi
muito baixa, possivelmente devido ao rapido consumo destes metabolitos. A
viscosidade do polvitho azedo foi menor que a do polvilho doce, e néo foi
observada diferenga significativa entre as amostras das primeiras etapas de
fermentagdo e as finais.

Quanto a fonte de nitrogénio, Cereda et al (1985), em experimentos de
laboratério, determinaram a composi¢do dos gases, revelando a presenga de
hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, argdnio e gis carbonico. No inicio a
composigdo percentual dos gases mostrou-se bastante proxima da composi¢do
do ar e o hidrogénio ndio chegou a ser detectado. A partir do inicio da
fermentagdo, ocorreu aumento gradativo no teor de hidrogénio e gas carbonico e
houve redugdo no teor de nitrogénio. Entre o segundo e quarto dia,
correspondendo ao aumento de produgdo de gases, houve aumento de CO,,
consumo de nitrogénio e de oxigénio. Assim, o nitrogénio necessario a formagéo
da biomassa nos primeiros estagios da fermentagdo seria originario da
atmosfera, ja que o teor protéico disponivel da fécula doce é muito baixo (cerca
de 0,15%).

Para explicar o fato, Cereda (1973) instalou experimentos de
fermentagdo, os quais foram acompanhados de contagens de microrganismos
que cresceram em meio isento de fonte de nitrogénio. Foi entio comprovada a
existéncia de microrganismos ndo-simbioticos fixadores de nitrogénio na
fermentagdo da fécula. Estes ocorrem desde o primeiro dia, alcangando valores

maximos entre o terceiro e o quarto dia de fermentagdo, decaindo ap9s, ja que as
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condi¢Ges comecam a se tomar adversas. Em razdo disto, ocorre uma curva
ascendente de nitrogénio total na fermentagdo, atingindo o valor maximo no
sétimo dia, torando-se assintotica a partir desse ponto. Embora ainda ndo
tivessem sido identificados, haveria a possibilidade de existirem bactérias do
género Bacillus, como B. polymyxa, B. macerans, B. circulans, B. cereus, B.
licheniformis, além de outras pertencentes ao género Clostridium. Buchaman e
Gibbons (1974) citaram C. butyricum como fixadores de N, atmosférico e esse,
segundo Cereda (1973), ocorreu em todas as fermentagdes de laboratério € em
37% das fermentagGes industriais analisadas.

O consumo de oxigénio propicia condigdes para o desenvolvimento dos
microrganismos da segunda fase, microaerofilos, facultativos ou anaerobios
estritos. Nesta fase ocorrem microrganismos mais exigentes, produtores de acido
¢ gas. Foram identificados por Cereda (1987) grupos responsaveis por
fermenta¢Ges butirica, latica, acética, propidnica, entre outras, isoladas ou
concomitantemente.

2 De acordo com Cereda et al (1986) nas regides frias a fermentagdo €
lenta e predomina a microbiota latica. Nas regiGes quentes a fermentagdo é mais
| rapida e predomina a microbiota butirica. Os autores ndo encontraram nenhuma
- relagdo entre a acidez maxima e o estado de fermentagdo. N@o existe um
:? predominio de certo tipo de éacido, visto que a microbiota presente depende de
fatores ambientais e a acidez maxima nfo constitui um bom padrdo para se
y determinar a qualidade do amido.
= Finalmente, na terceira fase, aparecem leveduras de diversas espécies e
outros microrganismos saprofitas. Além de consumir os acidos organicos da
superficie dos tanques, esses microrganismos podem ser responsaveis pela
formagdo de compostos aromdticos que, em conjunto com os acidos orgénicos,
serdo os responsaveis pelas caracteristicas do polvilho azedo comercial. Os

microrganismos saprofitas aparecem principalmente nos tanques de fermentagéo
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cobertos visto que, nos tanques que recebem a luz solar, provavelmente por sua
agdo germicida, o crescimento néo ocorre (Cereda, 1987).

De acordo com trabalho realizado por Okafor, Jjioma ¢ Oyolu (1984)
foram detectadas, no principio da fermentagdo, bactérias pertencentes aos
géneros Bacillus, Leuconostoc e Klebsiella, que estavam presentes em grandes
quantidades. Klebsiella e Bacillus desapareceram no terceiro dia. Lactobacillus e
Corynebacterium aparecerem em grande quantidade no segundo dia e, junto
com Leuconostoc, persistiram até o quinto dia de fermentagdo. Espécies de
Candida desenvolveram-se ao redor do terceiro dia de fermentagdo e
permaneceram presentes até o final.

A contagem total de bactérias microaerofilas, nas pesquisas de Cadenas e
Buckle (1980) realizadas na Coldmbia em fermentagdo de fécula de mandioca,
variou de 1,0 x 107 a 3,0 x 10”/grama. Segundo os autores, o fango Geotrichum
candida encontrado por eles tanto poderia ser um contaminante, como poderia
também ter um importante papel na ag&o amilolitica sobre o amido, fomecendo
agucares fermentéveis para atuagdo das bactérias lticas durante a fermentag@o.

Zapata, Martinez e Parada (1991) observaram no polvilho azedo uma
microbiota constituida por bactérias aerobias e microaerofilas, leveduras e
alguns fungos filamentosos. As leveduras encontradas foram do tipo
Saccharomyces e os fungos Penicillium ¢ Aspergillus. Também foram isolados
cocos € bacilos Gram-positivos esporulados ¢ ndo esporulados. Néo foi
detectada a presenga de bactérias coliformes. Nas primeiras etapas da
fermentagdio, houve um predominio bacteriano, especialmente de cocos e de
bacilos Gram-positivos, sobre as leveduras. Todas as leveduras isoladas tinham a
capacidade de hidrolisar o amido. Os autores informaram também que o numero
de microrganismos tende a diminuir na etapa final do processo devido a injirias

ou lesGes letais que o meio dcido causa.
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Abe e Lindsay (1978) isolaram Streptococcus faecium como
microrganismo predominante na fermentagdo da fécula de mandioca. Isolaram
também Corynebacterium manihot, que ndo mostrou capacidade significante na
produgdo de acido. Segundo os autores, S. faecium, através de suas
caracteristicas culturais, mostrou ser o microrganismo fermentador primario
deste tipo de fermentagdo, methor que C. manihot, anteriormente citado por
outros autores (Collard e Levi, 1959) como principal responsavel pela produgéo
de acidos. Os autores concluiram que Corynebacterium sp ndo ¢ um bom
fermentador de agucares, e quando fazem, raramente produzem alta acidificago.
Muitas espécies dentro deste género oxidam glicose a diéxido de carbono e
agua. O fato de Corynebacterium sp raramente produzir dcido, demonstra que o
mesmo ndo € o responsavel pelo abaixamento do pH em fermentagdo de
mandioca. O isolamento desta bactéria por outros pesquisadores nos primeiros
estagios da fermentagdo pode ser, segundo os autores, resultado de uma selegéio
inapropriada. C. manihot cresce facilmente em agar nutriente, enquanto as
bactérias acido-laticas sd@o nutricionalmente fastidiosas e sdo seletivamente

excluidas das observagdes.

2.2 Sistemética de microrganismos

Novos desenvolvimentos nasr metodologias para identificagdo de
microrganismos estdo contribuindo para uma expanséo consideravel no niimero
de base de dados computadorizados em uso por microbiologistas de alimentos
(Cole, 1991).

A classificagdo ou taxonomia ¢ basica para outras ciéncias €, a0 mesmo
tempo, depende delas. A classificagio dos microrganismos requer
conhecimentos de suas caracteristicas. Para procariotos, estes conhecimentos s#o

adquiridos usando técnicas experimentais e de observagdes. Os resultados de
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todas as caracteristicas bioquimicas, quimicas, moleculares, morfologicas e
fisiologicas proporcionam uma perfeita taxonomia.

Os tipos de taxonomia sdo definidos em fungdo dos critérios de
classificagdo usados para os microrganismos em estudo. Uma das caracteristicas
principais é a morfologia da colonia. Entretanto, no caso das bactérias e
leveduras, a diferenciagdo morfolégica ndo ¢ suficiente e outros critérios séo
NEeCessartos.

A sistematica bacteriana atualmente tem passado por grandes mudangas,
com taxonomistas usando todas as vantagens dos desenvolvimentos em quimica,
biologia molecular ¢ bioinformética para melhorar o entendimento das relagGes
entre OS MiCrorganismos e mecanismos genéticos em que eles estio baseados.

A taxonomia hoje pode ser dividida em taxonomia convencional ou
determinativa; taxonomia numérica ou adansoniana e taxonomia molecular ou
quimiotaxonomia. A maioria dos grupos estudados quanto a sua classificagdo
utiliza hoje os trés tipos de taxonomia citados.

A taxonomia numérica ou classificagdo com auxilio de computadores € o
grupamento de unidades taxondmicas por métodos numéricos em taxa, baseado
em caracteres comuns, foram primeiramente utilizados na classificagéio
bacteriana por Sneath (1957a,b.). Estes dois primeiros trabalhos marcaram uma
nova era na classificagdo bacteriana.

Segundo Gallo (1991), em relagdo ao niimero de caracteres é empirico
afirmar que classificagdes numéricas tomam-se estaveis quando um numero
razoavel (por exemplo: 60 caracteristicas) ¢ empregado. Kroova (1990),
descreve o uso de uma técnica numérica para identificagio de bactérias dcido-
laticas, cuja matriz de identificagdo contém 70 testes, incluindo crescimento em
varias temperaturas, resisténcia em pH 4cido e alcalino; formagéo de dextrinas e
diacetil; habilidade fermentativa de 49 agucares diferentes e seus derivados, €

tamanho e morfologia das colénias.
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Na taxonomia convencional que emprega como critérios as
caracteristicas fenotipicas, os pesos sdo diferenciados, o que significa considerar
alguns testes mais importantes que outros. Na taxonomia numérica cada carater
unitario é considerado de mesma importéancia ou peso na classificagdo.

Durante os 1ltimos 20 anos, a aplicagdo de técnicas fisicas e quimicas
para elucidar a composig¢do quimica de células bacterianas inteiras, ou de parte
delas, tem trazido informag6es de grande valor na classificagdo e identificagdo
de bactérias. O desenvolvimento da biologia molecular possibilitou a aplicagdo
de novas metodologias para a caracterizagéo dos microrganismos (Goodfellow e
Minnikin, 1985).

Em uma revisgo sobre diferentes processos de identificagdo aplicaveis a
bactérias, Dziezak (1987) sugeriu que os dois principais métodos biofisicos que
poderiam ser usados para caracterizar espécies bacterianas séo: cromatografia
gasosa de alta resolugdo (HRGC) e a cletroforese em gel de poliacrilamida,
(SDS-PAGE).

As aplicagdes iniciais da cromatografia gasosa na analise de
componentes celulares com propdsitos taxonomicos datam da década de 60
(Ballows et al., 1991; Padua, 2001). O desenvolvimento tecnologico implicado
na fabricagio de cromatografos e de colunas capilares tem tomado possivel aos
microbiologistas o uso de cromatografia gasosa para a identificagéo de espécies
microbianas. As técnicas utilizadas para este fim, cada vez mais aperfeigoadas,
na maioria das vezes com uso de computadores ¢ dados armazenados, t€ém
mostrado que a cromatografia gasosa de alta resolugdo € uma ferramenta muito
importante atualmente, em microbiologia (Welch, 1991; Chou, 1996;
Steinbrueckne, 1998).

Moore (1970) e Rizzo (1980) afirmaram que a cromatografia gasosa
contribuia consideravelmente para a identificagdo de microrganismos, por ser a

técnica correta para analise de metabdlitos bacterianos. No caso de lactobacilos,
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as analises de metabélitos mostraram um valor limitado, visto que muitas vezes
¢ produzido somente acido latico.

A composigdo de acidos graxos da célula inteira sob condiges
padronizadas deverd ser bastante estavel, para permitir seu uso na
quimiossistematica bacteriana. Segundo Padua (2001) um problema fundamental
associado com a caracterizagdo de espécies bacterianas por cromatografia
gasosa, tem sido a variabilidade dos 4cidos graxos. Segundo Sinensky, citado
por Decallone et al (1991), as células sfio capazes de alterar a composigéio de
acidos graxos de seus lipideos para manter a fluidez da membrana, de acordo
com as variagdes das condi¢des ambientais. Do mesmo modo, fatores analiticos,
tais como amostragem e condi¢des de extragdo, tém sido considerados de maior
importancia ¢ necessitam ser estritamente padronizados (Uchida, 1975).

Segundo Priest ¢ Barbour (1985) apesar de se admitir o valor ¢ a
utilidade das técnicas numéricas, alguns grupos de bactérias foram ignorados. Os
autores citam os lactobacilos como um tipico exemplo, € consideram que estas
bactérias, tidas como comuns, tém grande importincia econdmica € estdo
mundialmente distribuidas em vérios produtos lacteos, bebidas fermentadas, em
silagens, bem como em associagdes com homens, animais ¢ plantas.

A bactéria acido-latica foi primeiramente caracterizada em 1971
(Veerkamp, 1971), porém a identificag@o de espécies atipicas por HRGC néo foi
concluida até 1984 (Dainty et al, 1984). Assim como para outros grupos
bacterianos, quando HRGC ¢ aplicado a analises de bactérias acido-laticas,
conhece-se a variabilidade da composi¢do dos acidos graxos destas bactérias
(Rizzo et al, 1987). A padronizagdo de cada estagio da analise € necessaria,
comegando pelas condigdes de crescimento, o processo de extragdo dos acidos

graxos ¢ finalmente as condigSes atuais de analises por cromatografia.
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Também o uso de proporgdo de guanina e citosina (G + C), em conjunto
com as propriedades fenotipicas usuais, tem ajudado os taxonomistas a
definirem as espécies de bactérias acido-laticas.

Segundo Pot et al (1993) a identificagdo de bactérias acido-laticas (LAB)
depende principalmente de caracteristicas bioquimicas e fisiologicas. Estes
processos ndo s6 consomem tempo, devido ao grande nimero de espécies LAB,
como também sdo duvidosos. Sequenciamento de rRNA e hibridizagdo
DNA:DNA tem melhorado os conhecimentos taxonémicos nas relagdes
genéricas e supragenéricas das LAB. Um exemplo disto foi citado por Kandler e
Weiss (1986) com relagdo a dois microrganismos, Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus gasseri, que sdo encontrados em habitats similares e ndo podem
ser distintos por simples critérios fenotipicos.

Miteva et al (1992) consideravam a identificagdo de novas espécies de
Lactobacillus muitas vezes dificil ¢ duvidosa por causa de requerimentos
nutricionais e de crescimento similares. Os estudos enfatizaram que a
classificagédo de Lactobacillus ndo era satisfatoria e ndo refletia o real parentesco
filogenético de diferentes linhagens e espécies.

Kaneuchi et al (1988) estudaram seis espécies moveis de Lactobacillus
isoladas de melago de cana na Tailandia, que continham &cido
mesodiaminopimélico (mDAP) em suas paredes celulares. Foram estudadas
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e quimiotaxondmicas comparadas a
mais trés espécies de Lactobacillus mali e com uma espécie Lactobacillus
yamanashiensis. Os autores concluiram que as espécies eram similares e os
niveis de homologia de DNA revelaram que elas pertenciam a uma unica
espécie, Lactobacillus mali.

O género Leuconostoc ¢ atualmente composto por 11 espécies:
Leuconostoc mesenteréides (contendo trés subespécies: L. mesenteroides subsp.

mesenterdides; L. mesenterdides subsp. dextranicum ¢ L. mesenteroides subsp.
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cremoris), Leuconostoc pseudomesenterdides;, Leuconostoc amelibiosum, L.
argentinum, L. carnosum, L. citreum, L. fallax, L. gasicomitatum, L. gelidum, L.
kimchii, e L. lactis. Esta classificagdo esta baseada em caracteristicas fenotipicas,
incluindo requerimentos nutricionais (Garvie, 1960; Garvie, 1967), afinidade
imunolégica (Gasser e Hontebeyrie, 1977, Hontebeyrie e Gasser, 1975), e
homologia de DNA (Garvie, 1976; Hontebeyrie ¢ Gasser, 1977).

Shaw e Harding (1989) efetuaram um estudo taxonémico numérico em
52 cepas de Leuconostoc isolados de camne estocada a frio e observaram a
formagdo de trés grupos através das propriedades bioquimicas, anélises de
acidos graxos ¢ hibridizagdo de DNA.

A utilizagéio de técnicas de sequenciamento e hibridizagdo de écidos
nucléicos tem fornecido novos conhecimentos sobre os Streptococcus ¢ levado a
importantes mudangas na taxonomia € nomenclatura.

Estas mudangas ndo se encontram ou s¢ encontram parcialmente no
segundo volume do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1986).
Entretanto, os estudos extensivos na area de hibridizagdo DNA/RNA tém
demonstrado que estreptococos podem ser divididos em 3 grupos distintos. O
primeiro seria representado pelo género Streptococcus "sensu stricto" (Schleifer
¢ Kilpper-Biilz, citado por Schleifer 1987). O segundo grupo seria formado por
Enterococcus tipicos (Schleifer e Kilpper-Balz, 1984). E ao terceiro grupo
pertenceriam os estreptococos laticos, que formam o género proposto por
Schleifer et al (1985), que € o Lactococcus.

O género Enterococcus foi proposto por Kalina (1970) para incluséo das
espécies Streptococcus faecalis ¢ Streptococcus faecium. Entretanto, esta
proposta ndo foi aceita, e o género ndo foi incluido no Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology 8th ed. (1974). Em estudos de hibridizagdo
DNA/DNA e DNA/RNA, feitos por Schleifer e Kilpper-Bilz (1984), foi

proposta a transferéncia das espécies anteriormente citadas para o género
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Enterococcus (ex Thiercelin & Jouhand) Schleifer & Kilpper-Bilz. Hoje, em
adicdo as duas espécies propostas, outras espécies ja sdo consideradas
pertencentes a este género € incluem: E. avium, E. casseliflavus, E. gallinarum
(Collins et al, 1984); E. cecorum (Devriese et al, 1983 ¢ Williams et al 1989); E.
reffinosus, E. solitarius, E. pseudoavium (Collins et al, 1989); E. saccharolyticus
(Rodrigues e Collins, 1990); E. columbae (Devriese et al 1990); E. dispar
(Collins et al, 1991); E. sulfureus (Martinez-Murci ¢ Collins, 1991).

O género Lactococcus, proposto por Schleifer et al (1985), foi incluido
na Lista de Nomes de Bactérias Aprovadas (Skerman et al. 1986) e mais
espécies hoje ja sdo validadas, como: L. lactis subsp. Hordniae,, L. piscium. O
género compreende bactérias ndo moveis, ndo hemoliticas, que usualmente
crescem em 4% de NaCl (Williams et al, 1990; Ishizaki et al., 1990).

(2.2.1 Caracteriza¢iio molecular

Apesar da identificagido dos microrganismos ser baseada em
caracteristicas morfofisiologicas, como citado anteriormente, é comum surgirem
problemas técnicos que dificultam a interpretagdo dos resultados obtidos; por
exemplo, quando o crescimento bacteriano ndo € suficiente para degradar o
substrato que esta sendo testado, dificultando assim a interpretagdo dos
resultados. Além disso, algumas caracteristicas sdo instiveis, apresentando
variagdes decorrentes do meio de cultura utilizado. Assim, técnicas moleculares
tém sido empregadas no estudo de Lactobacillus, com o objetivo de se obter
uma classificagio abrangente ¢ uniforme (Le Jeune ¢ Lonvaud-Funel, 1994).

Técnicas de biologia molecular tomaram-se um modo eficiente de

caracterizar individualmente os diversos isolados pelas informagGes sobre a
gstrutura genética das populagdes microbianas. Contudo, sdo particularmente

uteis os métodos que mostram especificidade para as espécies €, a0 mesmo
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tempo, produzem informag®es sobre a diversidade genética e o grau de relagéo

genética em nivel molecular (Harrinson et al., 1992).

72.2.2 Reacdio da Polimerase em cadeia (PCR)

-

A técnica de amplificagdo de uma seqiiéncia especifica do DNA tem sido
usada p;;é’detecqﬁo e identificagdo de microrganismos em alimentos ( Zappa;oli '
& Torriani, 1997; Hamad et al, 1997; e vérios outros). Essec método, referido
como reagdio de polimerase em cadeia - PCR - “Polymerase Chain Reaction” -
foi concebido por Kary Mullis em meados da década de 80 (Saiki et al, 1985;
Saiki, Gefand e Stofell, 1988). Desde sua concepgdo, essa tecnologia causou
uma verdadeira revolugdo na biologia, tanto na pesquisa, visando o
entendimento de processos biologicos fundamentais, como nas areas aplicadas,
envolvendo diagnésticos e melhoramento genético.

‘:\b A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da reagido de PCR,
torna-a um poderoso instrumento para estudos genético-moleculares envolvendo
grande numero de individuos (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A reagdio de PCR permite que o DNA de uma regido selecionada do
genoma seja amplificado um bilhdo de vezes, desde que pelo menos parte de sua
seqiiéncia nucleotidica seja conhecida. Primeiro, a parte conhecida da seqiiéncia
¢ utilizada para projetar dois oligonucleotideos de DNA sintéticos (pequenas
molgéﬁléé de DNA de fita simblés), cada um complementar a uma das fitas da
dugl;—hélice de DNA ¢ posicionado em lados opostos da regido a ser
amplificada. Esses oligonucleotideos servem como iniciadores (“primers™) para
a sintese de DNA in vitro, que ¢ catalizada por uma DNA-polimerase, €
determinam as extremidades do fragmento de DNA que é finalmente obtido
(Alberts et al, 1997).

—_———
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A DNA-polimerase, enzima responsavel pela amplificagdo do DNA, ¢
capaz de fazer reparos no DNA, assim como replica-lo. Esta enzima pode
alongar, in vitro, um pequeno oligonucleotideo (“primer”), adicionando
nucleotideos em sua seqii€ncia, desde que este esteja hibridizado a uma fita de
DNA complementar, denominada “template” ou molde. Para isso ¢ necessario
um excesso de nucleotideos na solugdo, que servem como untdades na
montagem da fita complementar 8 do molde. Desse modo, caso a ultima base
seja T, a enzima coloca um A, se for um C, ela adiciona um G, ¢ assim por
diante (Saiki, Gefand e Stofell, 1988).

Os mesmos autores citam que, se existirem dois oligonucleotideos
(“primer”) delimitando uma regido do DNA, e se as fitas forem separadas pelo
calor (95°C), a polimerase fara cOpias complementares as duas fitas, em
temperatura inferior, iniciando sempre pela regido dos “primers”. Estas novas
fitas hibridizam-se, formando uma molécula idéntica a anterior.

Segundo Brown (1994) o processo de amplificagdo envolve trés passos:

e 0 DNA contendo a seqiiéncia a ser amplificada ¢ desnaturado pelo

calor;

e 0 DNA desnaturado ¢ anelado pelo excesso de oligonucleotideos;

¢ a DNA-polimerase ¢ usada para replicar o segmento de DNA, a

partir das terminagdes livies 3’0OH dos oligonucleotideos

(“prim ers”).

2.2.3 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

O grande avango na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu em 1990, por Williams e colaboradores. Os autores descreveram um
processo simples, também baseado na amplificagdo do DNA, mas utilizando um

unico oligonucleotideo com seqii€ncia nucleotidica arbitraria. Nesse estudo, foi
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demonstrado que pequenos oligonucleotideos (9 a 10 bases) com seqiiéncia
nucleotidica arbitraria podiam ser usados para amplificar ssgmentos de DNA de
uma grande variedade de espécies, gerando polimorfismos entre os produtos de
amplificagdo que, por sua vez, poderiam ser utilizados como marcadores
genéticos. Neste caso, o polimorfismo era revelado através do acesso dos
oligonucleotideos 20 DNA gendmico. Esta técnica foi entdo denominada RAPD
(DNA polimérfico amplificado ao acaso).

O RAPD, portanto, ¢ uma variagio do PCR, que consiste na
amplificagdo de seqiiéncias de DNA usando-se “primers” escolhidos sem um
prévio conhecimento das bases a serem copiadas. Assim, esse método ndo
requer conhecimento prévio da biologia molecular dos organismos a serem
estudados € pode, entéo, ser aplicado a qualquer espécie (Welsh e McClelland,
1990). Segundo os autores, a técnica de RAPD ndo requer determinado “primer”
em particular, e pesquisadores de diferentes laboratorios podem escolher uma
série padrdo de “primers” e os resultados obtidos podem ser comparados entre
diferentes laboratorios.

A técnica consiste no anelamento do “primer” com o DNA alvo em
ciclos de amplificagdo a baixa estringéncia (especificidade), resultando em
produtos de amplificagdo que sdo caracteristicos de um genoma em particular e
denominado “fingerpriting” (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al, 1990).
Essa técnica evita muitos problemas encontrados por outras técnicas
moleculares, porque é uma técnica rapida e simples de ser executada. Sua alta
capacidade discriminatdria € util para estudos epidemiologicos, investigagdo de
fontes de contaminagdo, relacionamento de isolados de origens diferentes e
identificagdio de isolados diferentes de uma mesma origem (Barbut et al, 1993).

Porém, um alto nivel de padronizagdo e controle interno sdo necessarios
para se obter perfis reprodutiveis de DNA. Ha muitos pardmetros nos quais
pequenas mudangas alteram os perfis (Niederhauser et al, 1994). Apesar da
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simplicidade do conceito da técnica, estes parametros devem estar dentro de
limites 6timos para reprodutibilidade; isto €, concentragdes adequadas de DNA,
magnésio, “primer” e enzima, assim como o numero de ciclos (Bassam,
Caetano-Anolks e Gresshoff, 1992).

Aumentando-se a seqiiéncia ¢ o tamanho dos “primers” usados para
RAPD, pode-se obter um niimero ilimitado de comparagGes possiveis entre os
perfis, aumentando assim seu poder discriminatério (Sandery, Coble e
McKersie-Donnolley, 1994).

Virios autores citam o RAPD como o ideal no estudo do polimorfismo
gendmico (Welsh e McClelland, 1990; William et al, 1990). O método tem sido
usado para comparar diferengas intra e interespecificas em bactérias (Welsh et
al, 1992), podendo ser usado tanto em DNA purificado, como em extratos de
células cultivadas em caldo ou em agar.

Embora seja recente e apresente algumas limitagGes tais como, o baixo
conteudo de informagdes genéticas por loco, a ndo discriminagdo de gendtipos
heterozigotos dos homozigotos e a baixa reprodutibilidade entre laboratdrios, a
técnica de RAPD tem sido aplicada com resultados satisfatorios para varios
microrganismos (Lehmann, Lin e Lasker, 1992; Myers ¢ Martin, 1994; Miyata et
al, 1995; Cocconcelli et al, 1995; Couto et al, 1996).

A biotecnologia industrial freqilentemente necessita identificar uma
linhagem em particular ¢ discrimina-la das outras. As linhagens utilizadas em
processos de produgdo sdo muitas vezes protegidas por patentes. Para identificar
uma linhagem em particular tem-se um problema de caracterizagdo, € a técnica
de RAPD fomece um “fingerprinting” da linhagem de interesse (Drake et al,
1996; Torriani et al, 1996; Duplessis e Dicks, 1995). A tabela 1 mostra alguns

microrganismos que ja foram caracterizados pela técnica RAPD.
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TABELA 1 Alguns microrganismos analisados pela técnica de RAPD

Microrganismos Referéncias
Bacillus thuringiensis Brousseau et al, 1993
Bacillus sphaericus Woodbumn. Yousten e Hilu. 1995
Campylobacter Mazurier et al, 1992
Clostridium difficile Barbut et al, 1993
Legionella pneumophila Sandery, Coble ¢ McKersie-Donnoley 1994
Lactococcus lactis Cancilla et al, 1992
Listeria monocytogenes Niederhauser et al, 1994
. Streptococcus uberis Cancillaetal, 1992
i Enterococcus sp Jayario € Oliver, 1994
\  Yersinia enterocolitica Rasmussen, Olsen € Rasmussen, 1994

Varios estudos também tém sido feitos utilizando RAPD para a
caracterizagéo de espécies do género Lactobacillus (Johansson, et al, 1995,
Cocconcelli et al, 1995; Hamad et al, 1997; Giraffa, DeVecchi ¢ Reinheimer,
1997; Giraffa, De Vecchi ¢ Rossetti, 1998; Tilsala-Timisjarvi e Alatossava,
1998; Cusick e O’Sullivan, 2000).

Johansson et al (1995) utilizaram a técnica RAPD na identificagdo de
linhagens de Lactobacillus plantarum de diferentes origens. Como moldes de
DNA, os autores usaram DNA purificado ¢ DNA obtido de extratos de células, ¢
concluiram que, com algumas excegdes, os dois tipos de DNA seqiienciados
apresentaram niveis de similaridade de 50% para género € espécie, sendo que
50% das cepas testadas puderam ser individualmente separadas de todas as
outras cepas.

Cocconcelli et al (1997) utilizaram a técnica RAPD para identificar
cepas envolvidas nas associagdes microbianas termofilicas presentes nos
fermentos utilizados para fabricagéio de queijo tipo parmesdo. As analises dos
perfis RAPDs mostraram que as cepas predominantes pertenciam ao género
Lactobacillus, sendo as espécies envolvidas, L. helveticus e L. delbrueckii e
ainda L. delbrueckii subesp. casei. Segundo os autores, a técnica RAPD

mostrou-se altamente eficiente na detecgdo de relacionamentos entre espécies.
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CAPITULO 2

Isolamento e caracterizacio da microbiota envolvida na fermentacéo

natural do polvilho azedo



Resumo

SILVEIRA, Ivana Aparecida da. Isolamento e caracterizacio da microbiota
isolada da fermentagiio natural do polvilho azedo. Lavras: UFLA, 2001.
132p. (Tese - Doutorado em Ciéncia dos Alimentos).

Com o objetivo de caracterizar a microbiota presentc em amostras de
diferentes estagios do processo fermentativo para produgéo do polvilho azedo,
utilizaram-se os meios Plate Count Agar (PCA) ¢ Man Rogosa e Sharpe Agar
(MRSA) em condigdes de aerobiose. O processo fermentativo foi acompanhado
em duas fecularias diferentes, sendo que as contagens totais dos microrganismos
acrobios mesofilos permaneceram sem alteragGes significativas durante a
fermentagdo da fécula, demonstrando que ocorrcu uma mudang¢a no tipo de
microbiota, devido principalmente ao decréscimo dos valores de pH observados.
Durante o processo fermentativo foram isoladas 873 bactérias, sendo que 25
(2,9%) comesponderam a bactérias Gram-negativas, 23 (2,6%) foram
identificados como Bacillus, 15 (3,4%) como Staphylococcus e Micrococcus, 18
(2,1%) como Corynebacterium ¢ 777 (89%) como bactérias dcido-laticas. O
género Lactobacillus caracterizou o processo fermentativo € mostrou-se
dominante com 435 isolados (49,8%), seguidos pelos géneros Streptococcus
(22,1%), Enterococcus (9,6%), Leuconostoc (4,3%), Pediococcus (2,3%) €
Lactococcus (0,9%). As linhagens de Lactobacillus foram classificadas em dois
grupos, de acordo com o tipo fermentativo.O primeiro grupo foi constituido
pelas espécies homofermentativas identificadas como: L. helveticus (1,2%), L.
acidophilus (10,6%), L. delbruekii-lactis (0,3%) e L. delbruekii-delbruekii
(0,3%); e das linhagens heterofermentativas facultativas: L. pentosus (0,6%), L.
plantarum (7,5%), L. sake (2,8%), L. paracasei-paracasei (20,3%), L.
acetotolerans (0,9%), L. curvatus (3,4%), L. rhamnosus (2,5%), Lactobacillus
sp (49,6%). No segundo grupo, formado pelos lactobacilos heterofermentativos
obrigatorios, as espécies caracterizadas foram: L. fermentum (8,8%), L. brevis
(87,8%) L. cellobiosus (1,7%). Entre as linhagens de cocos homofermentativos
foram identificadas, no género Streptococcus: S. bovis (4,3%), S. salivarus
thermophilus (4,9%), S. equinus (7,5%), S. constellatus (3,3%) , S. intermedius
(2,3%) e Streptococcus sp (40%); no género Enterococcus: E. avium (2,3%), E.
duram (4,9%), E. faecalis (4,9%), E. faecium (5,2%), Enterococcus sp (11,1%);
no género Lactococcus: L. lactis lactis (1,0%), L. lactis cremoris (1,6%); € no
género Pediococcus: P. acidilactici (3,4%), P. pentosaceus (1,65%) e
Pediococcus sp (1,65%). As linhagens cocobacilares heterofermentativas

* Comité Orientador: Eliana Pinheiro de Carvatho - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvatho - UFLA; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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obrigatérias foram identificadas como pertencentes ao género Leuconostoc,
sendo: L. mesenteroides mesenteroides (54,1%), L. mesenteroides dextranicum
(29,7%) e Leuconostoc sp (16,2%). A capacidade de hidrdlise do amido foi
verificada em Bacillus sp, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus equinus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Pediococcus sp, Corynebacterium manihot, € Corynebacterium amylocatum.
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Abstract

SILVEIRA, Ivana Aparecida da. Isolation e characterization of microbiota

isolated from natural fermentation of sour cassava flour *. Lavras: UFLA,
2001. 132p. (Thesis - Doctorate in Food Science)

With a view of characterizing the microbiota present in samples of
different stages of the fermentative process for sour cassava starch production,
the Plate Count Agar media (PCA) and Man Rogosa and Sharpe Agar (MRSA)
under acrobiosis conditions. The fermentative process was accompanied in two
different starch flour plants and, the total counts of the aerobic mesophilic
microorganisms remained consistent throughout all the fermentation of the
starch flour, showing that there was a change in the sort of microbiota due,
mainly, to the decreased values of pH observed. During the process fermentativo
were isolated 873 bacterias the which, 25 (2,9%) corresponded to Gram-
negatives bacterias, 23 (2,6%) were identificd as Bacillus, 15 (3,4%) as
Staphylococcus and Micrococcus, 18 (2,1%) as Corynebacterium and 777 (89%)
as acid-lactic bacterias. The genus Lactobacillus characterized the fermentative
process and it was shown dominant in the proccsscs with 435 isolated (49,8%),
followed of the genera, Streptococcus (22,1%), Enterococcus (9,6%),
Leuconostoc (4,3%), Pediococcus (2,3%) and Lactococcus (0,9%). The strains
of Lactobacillus were classified in two groups, according to the fermentative
type. The first group formed of the species identified homofermentativas as: L.
helveticus (1,2%), L. acidophilus (10,6%), L. delbruekii-lactis (0,3%) and L.
delbruekii-delbruekii (0,3%); and of the strains facultative hetcrofermentatives:
L. pentosus (0,6%), L. plantarum (7,5%), L. sake (2,8%), L. paracasei-paracasei
(20,3%), L. acetotolerans (0,9%), L. curvatus (3,4%), L. rhamnosus (2,5%),
Lactobacillus sp (49,6%). In the sccond group, formed by the obligates
heterofermentatives lactobacilos, the species characterized were: L. fermentum
(8,8%), L. brevis (87,8%) L. cellobiosus (1,7%). Among the strains of
homofermentativos cocci, were identified, in the genus Streptococcus: S. bovis
(4,3%), S. salivarus thermophilus (4,9%), S. equinus (7,5%), S. constellatus
(3,3%), S. intermedius (2,3%) and Streptococcus sp (40%); in the genus
Enterococcus: E. avium (2,3%), E. lasts (4,9%), E. faccalis (4,9%), E. faecium
(5,2%), Enterococcus sp (11,1%); in the genus Lactococcus: L. lactis lactis
(1,0%), L. lactis cremoris (1,6%); and in the genus Pediococcus: P. acidilactici
(3,4%), P. pentosaceus (1,65%) and Pediococcus sp (1,65%). The obligatc
heterofermentative cocobacilar strains were identified as belonging to the genus

* Guidance Committee: Eliana Pinheiro de Carvalho (Major Professor),
Dulcinéia de Carvalho - UFL* ™  ne Freitas Schwan - UFLA.
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Leuconostoc, they being: L. mesenteroides mesenteroides (54,1%), L.
mesenteroides dextranicum (29,7%) and Leuconostoc sp (16,2%). The
hvdrolysis capacity of starch was verified in Bacillus sp, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus equinus, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis, Pediococcus sp, Corynebacterium manihot, and
Corynebacterium amylocatum.



1 Introducio

A fécula de mandioca, pela legislagdo brasileira, recebe também a
denominagdo de polvilho. O polvilho azedo ¢ um tipo de amido modificado por
processo de fermentagdo ¢ secagem solar, apresentando por isso caracteristicas
bem diversas do polvilho doce (Maeda, 1999).

As condigdes em que se desenvolve a fermentagio natural de polvilho
azedo sdo muito especiais: substrato formado exclusivamente por amido
granular como fonte de carbono para os microrganismos; meio quase solido
formado pela decantagdo da fécula no tanque e, conseqiientemente, condigGes
anaerobias no meio, que se estabelecem em um periodo de 3 a 5 dias (Chuzel,
1991; Figueiroa, 1991).

Tradicionalmente, o polvilho azedo é obtido pela fermentagdo do
polvilho doce, podendo também ser produzido da fécula recuperada do liquido
de prensagem da massa, como subproduto da fabricagdo da farinha de mandioca
¢ de raspas (Cereda,1987). Segundo a autora, a maioria dos produtores inicia 0
processamento pela raiz de mandioca, embora haja muitos que fermentem o
polvilho doce extraido ¢ armazenado durante a safra da mandioca.

O polvilho azedo é um produto tipicamente regional; no Brasil ¢
produzido principalmente nos estados de Minas Gerais, Parana, Sé@o Paulo ¢
Santa Catarina, sendo o processo realizado, muitas vezes, por um grande namero
de pequenas industrias rurais (Pereira, 2001). Nas regides produtoras
tradicionais de Minas Gerais, o processo fermentativo leva de 30 a 40 dias,
chegando a 60 dias no inicio da safra (Cereda, 1975; Temes et al, 1978).

O processo de fermentagdo da fécula para obtengdo do polvilho azedo é
um processo natural espontineo desenvolvido por diversos microrganismos

naturalmente presentes na matéria-prima, na 4gua € nos tanques de fermentagéo.
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Essa caracteristica explica a grande variagdo encontrada na qualidade do
polvilho azedo proveniente dos diversos produtores e, ainda, entre partidas de
um mesmo produtor (Rivera, 1997). No mesmo contexto, as diferentes
condigdes climdticas brasileiras selecionam a microbiota predominante nos
processos fermentativos, assim sendo, amostras de polvilho azedo provenientes
de diferentes estados brasileiros apresentam diferengas no que se refere a acidez
e composi¢do de dcidos organicos. Segundo Cereda (1983), a temperatura de
30°C favorece o desenvolvimento de uma fermentagio butirica, com predominio
de Clostridium butyricum; enquanto que temperaturas inferiores, entre 12 ¢ 20°C
(ou menos), favorecem a fermentagdo latica, com um predominio da microbiota
latica, representada principalmente por diferentes espécies de Lactobacillus,
Jjuntamente com bactérias esporuladas Gram-positivas e leveduras.

De acordo com Zapata, Martinez e Parada (1991), a fermentago natural
¢ feita por uma microbiota mista, que produz um aumento na acidez titulavel
durante o processo, sendo 60% dessa acidez constituida por acido latico.
Cardenas e Buckle (1980) encontraram 66-82% em acido latico no total de acido
produzido e, confirmaram assim, o papel das bactérias acido-laticas no processo
fermentativo para produgéo de polvilho azedo.

Cereda (1973) encontrou em fermentagdes de polvilho azedo, diversos
géneros de bactérias, variando em ordem de ocorréncia, tais como Escherichia,
Alcaligenes, Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, além de um grande
predominio de bactérias dcido-laticas.

Zapata et al. (1991) observaram no polvilho azedo uma microbiota
constituida por bactérias aerobias e microaerdbias, leveduras e fungos
filamentosos. Também foram isolados cocos e bacilos Gram-positivos
csporulados € ndo-esporulados. Ndo foi detectada a presenga de bactérias
coliformes. Nas primeiras etapas da fermentagdo houve um predominio

bacteriano, especialmente de cocos € bacilos Gram-positivos, sobre as leveduras.
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Durante a fermentagdo do polvilho azcdo, a contagem total de bactérias
microaerofilas, realizada por Cardenas e Buckler (1980) na Colémbia, variou de
1,0 x 10’ UFC/g a 3,0 x 10" UFC/g. Valores semelhantes foram encontrados por
Carvalho (1994); a contagem total inicialmente apresentou resultados na ordem
de 10° UFC/g, atingindo valores maximos na ordem de 10® UFC/g durante todo
o periodo de fermentagéo.

Carvalho, Canhos ¢ Vilela (1995) caracterizaram e identificaram a
microbiota presente em processo fermentativo para produgéo de polvilho azedo.
Segundo os autores, 3,1% dos isolados comrespondiam a bactérias Gram
negativas; 2,2% leveduras; 7,8% bactérias dos géneros Bacillus ¢
Corynebacterium, 2,4% Staphylococcus e Micrococcus e 80,6% de bactérias
acido-laticas homo e heterofermentativas. Entre as bactérias acido-laticas, o
género Lactobacillus foi predominante, com 32% dos isolados. Neste grupo
acido-latico, também foram caracterizados Leuconostoc € 0s COCOS
homofermentativos Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus € Streptococcus.

Zapata et al. (1991) encontraram leveduras do género Saccharomyces €
fungos pertencentes aos géneros Penicillium ¢ Aspergillus. Também foram
isolados cocos e bacilos esporulados € n@o esporulados nas primeiras etapas da
fermentagdo, havendo um predominio bacteriano sobre as leveduras. Todas as
leveduras isoladas apresentaram a capacidade de hidrolisar amido. Segundo os
autores, o nimero de microrganismos viaveis tende a diminuir na etapa final do
processo, devido ao meio dcido que causa injuria ou lesoes letais aos mesmos.

Caracterizando a etapa final no processo fermentativo do polvilho azedo,
na qual predominam microrganismos saprofitos € contaminantes, pode-se
verificar a presenga de leveduras de diversas espécies (Cereda, 1973). Segundo a
autora, o papel das leveduras nas caracteristicas sensoriais do polvilho azedo

ainda nio é bem determinado. Acredita-se que estes microrganismos possam



contribuir com substéncias orgénicas que fazem parte do aroma caracteristico do
polvilho azedo (Rivera, 1997).

O isolamento e caracterizagdo da microbiota presente na fécula de
mandioca, em estudos realizados na Colombia demonstraram que as bactérias
amiloliticas microaerobias, sdo as iniciadoras do processo, propiciando
condigdes, através de produtos metabolicos, para o desenvolvimento de outros
microrganismos (Martinez et al., 1981, citado por Figueroa, 1991). Ao
microscopio eletronico, os autores observaram que os granulos de amido
fermentado apresentavam alteragSes e redugdo de tamanho, sendo que, ao final
do processo, ndo foram encontradas tais modificagdes.

As enzimas que hidrolisam amido encontram-se amplamente distribuidas
na natureza, ocorrendo nas secregbes digestivas € no interior das células da
maioria dos animais e vegetais. As bactérias, fungos filamentosos ¢ leveduras
sdo formadores de amilase (Vijoyagopal e Balagopalan, 1989).

A atividade amilolitica de diversas espécies do género Bacillus é bem
conhecida. Neste género, a espécie B. subtilis destaca-se pela produgdo dessas
enzimas amiloliticas no inicio da fermentagdo (Cereda, 1973). Provavelmente,
nesta fase, o ataque de enzimas aos granulos de amido propicia fonte de carbono
para o metabolismo dos agentes da fermentagéo.

Segundo Cereda (1982), em ensaios realizados em laboratorio, este
efeito pode ser comprovado através da identificagdo cromatogrifica dos
agucares presentes no liquido sobrenadante ao longo da fermentagdo. Nestes
ensaios foram detectados: glicose apenas nos primeiros dias de fermentagdo e
maltodextroses nos demais, até o 30° dia, indicando que os agiicares produzidos
iam sendo rapidamente consumidos e metabolizados principalmente na
formagao de acidos orgénicos, em que predominam o latico, acético e butirico.

Segundo Zapata et al. (1991), os bacilos Gram-positivos apresentam

maior atividade amilolitica que os estreptococos ¢ as leveduras. Giraud et al.
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(1992) isolaram a partir da mandioca Lactobacillus plantarum com propriedades
amiloliticas.

O desenvolvimento da industria de polvilho azedo requer o estudo do
processo fermentativo, objetivando conhecer a microbiota responsavel pelas
mudangas descjaveis nas propriedades funcionais do referido produto e,
conseqiientemente, obter um produto uniforme e de qualidade adequada. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar fenotipicamente, através de testes
bioquimicos e fisiologicos, a microbiota presente na fermentagdo natural do
polvitho azedo, bem como verificar qualitativamente a atividade amilolitica das

diferentes cepas isoladas.



2 Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido no laboratorio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal

de Lavras, municipio de Lavras, Minas Gerais.

2.1 Produciio do pelvilho azedo e coleta das amostras

A fermentagdo da fécula de mandioca foi realizada por duas
agroindustrias localizadas na rcgido de Conceigdo dos Ouros, sul de Minas
Gerais. A produgio do polvilho azedo, nos dois locais, segue a mesma seqiiéncia
de etapas, bem como a retirada de amostras. A figura 1 mostra o esquema de

produgdo do polvilho azedo e as fases de coleta das amostras.

[ Recebimento das raizes de mandioca l
U

[ Lavagem e descascamento |
[}

Ralagem e separagéo do bagaco ¢ leite de fécula

U

[ Leite de fécula " | = AMOSTRAGEM
U

| Tanque de decantagiio | = AMOSTRAGEM
U

[ Tanque de fermentagio | = AMOSTRAGEM
1]

| Secagem ao sol |
{

[ Polvilho azedo | = AMOSTRAGEM

FIGURA 1 Esquema de produgéo ¢ amostragem do processo de produgio do
polvilho azedo
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2.2 Amostragem

Foram coletadas uma amostra de leite de fécula e uma do tanque de
decantagdo em cada uma das fecularias. Foram escolhidos dois tanques de
fermentagdio por fecularia, sendo estes provenientes do mesmo tanque de
dccantagio. As amostras dos tanques de fermentagdo, denominadas A ¢ B para a
fecularia 1 e C ¢ D para a fecularia 2, foram coletadas em locais diferentes ¢
semprc no mesmo tanque, em intervalos ndo regulares, de acordo com
orientagdo do produtor (condigdes climaticas, chegada de matéria-prima, etc.), €
conveniéncia do processo, ou seja, nos dias em poderiam ocorrer mudangas
significativas no processo. O tempo de fermentag@o foi de 59 dias, iniciando em
04.05.1999 e terminando em 02.07.1999.

As amostras finais (polvilho azedo) foram coletadas apds a secagem ao
sol, em giraus de bambu.

Todas as amostras foram coletadas em frascos estéreis e transportadas a0
laboratério de Microbiologia em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel,
para anilises microbioldgicas e fisico-quimicas.

Em todos os dias de coleta foram aferidos os valores de pH e de
temperatura dos tanques de fermentagdo, com o auxilio de um pHmetro ¢
termoémetro que eram introduzidos 4 mesma profundidade em que eram

coletadas as amostras.

2.3 Analises fisico-quimicas
2.3.1 pH, Temperatura e Acidez tituldve!

Os valores de pH e temperatura (nos tanques de fermentagdo) foram

aferidos com o auxilio de um pHmetro portatil associado a termémetro (Hanna).



A acidez titulavel seguiu metodologia proposta por Plata-Oviedo (1998).
Foram pesados dez gramas da amostra em um béquer, € acrescentados 100 de
agua destilada. A mistura foi mantida sob agitagdo, sendo titulada com
fenolftaleina até que o pH atingisse 8,3. O resultado foi expresso como

miliequivalente da base por cem gramas da amostra em base seca.

2.3.2 Amido e agucares redutores.

A quantificagio dos aguicares redutores € amido seguiram a metodologia
descrita pela AOAC (1990).

2.4 Anilises microbiolégicas

2.4.1 Preparo e diluicdes das amostras

As amostras (50g) foram diluidas em 450 mL de 4gua peptonada 0,1%,

de onde foram feitas as diluigGes subseqiientes necessarias.

2.4.2 Plaqueamento e Contagem

Foram feitas inoculagdes em PCA (Plate Count Agar - Merck) e MRSA
(Rugosa, Man & Sharpe Agar — Merck) modificado (Nakamura e Crowell,
1979).

O plaqueamento foi feito em superficie, utilizando-se 0,1 mL das
dilui¢es e espalhando-se com alga de Dngalsk, sendo as placas inoculadas
sempre em duplicata (Ducroq, 1990). Apds a inoculagdo, as placas foram
incubadas a 30°C por 48 horas, em condigGes de aerobiose. Apds o periodo de

incubagdo, realizaram-se as contagens e retirada de colonias.
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As colénias foram retiradas scmpre da placa com maior diluigdo,
mantendo-se sempre a propor¢do de 10% do nimero total de colonias presentes
por dilui¢io. Estas colonias foram inoculadas em caldos de composigdo idéntica
2 do meio de origem e a incubagdio seguindo as mesmas condigSes de

temperatura anteriormente utilizadas.

2.4.3 Caracterizacgiio dos isolados

Todas as colénias foram purificadas em placas com agar (PCA ou
MRSA), sendo retiradas colénias isoladas de cada placa para posterior estudo.
As caracteristicas das coldnias isoladas foram observadas em esterioscopio:
forma, tipo de borda e superficie, pigmentagdo, opacidade e consisténcia (Krieg
¢ Holt, 1984; Sneath et al., 1986; Holt et al., 1994).

As colénias isoladas foram transferidas, entdo, para tubos contendo agar
inclinado (PCA ou MRSA), para posterior caracterizagdo.

Partindo do cultivo dos microrganismos isolados, foram feitas
coloragdes de Gram, onde foram observados a morfologia e arranjo dos mesmos.
Os isolados considerados puros (cepas) foram repicados para dois tubos
contendo agar inclinado (PCA ou MRSA), dos quais um foi usado para
preservagdo das culturas sob 6leo mineral esterilizado (Nujol). O outro tubo foi
utilizado para realizagdo de testes de motilidade, catalase, oxidase, fermentagdo
de glicose com produgdo de acido ¢ gés, (Kandler e Weiss, 1986, Macfaddin,
1980), e novamente repicado e incubado, para manuten¢do do isolado ¢

realizagdo de demais testes bioquimicos de identificagao.

2.4.4 Identificaciio dos microrganismos

Partindo dos resultados obtidos na coloragdo de Gram, motilidade,

catalase, oxidase e produgdo de acido e gas a partir da glicose, os
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microrganismos foram entdo separados em grupos, € submetidos a provas
bioquimicas estabelecidas para cada grupo e utilizadas na identificagdo desses
microrganismos. O esquema de agrupamento foi o mesmo utilizado por
Carvalho (1994).

Os métodos utilizados para identificagdo, assim como as interpretagdes
das provas bioquimicas seguiram instru¢des de Macfaddin (1980). As provas
bioquimicas foram escolhidas de acordo com tabelas, variando de acordo com
cada grupo estabelecido, sendo estas propostas por Macfaddin, 1980; Krieg ¢
Holt, 1984; Kandler e Weiss., 1986; Holt et al., 1994.

A identificagdo foi realizada, sempre que possivel, em nivel de géneros e
espécies. A figura 2 mostra o esquema de agrupamento utilizado para a

identificagd@o das cepas isoladas.



[solado |

Bactéria | Fungos
Grupo 9:
- [ Reaciode Gram | + Leveduras e
Fungos
Grupo 1- Gram neg. | Filamentosos
[ Catalase |
- +|
Bastonetes Cocos
[ Motilidade
+ -
Grupo 4:
Grupo 2: Grupo 3: Staphylococcus
Bacillus Corynebacterium | |Micrococcus
Gas de Glicose
- +
Bastonetes | | Bastonetes | Cocos |
IMonhdadc ] ] otilidade _Motilidade - i
Grupo 5: Grupo 7: Grupo 8:
Lactobacillus Stmptococcuv Lactobacillus Leuconostoc
homo e hetero- Pediococcus heterofermen-
fermentativos Enterococcus tativos
Lactococcus

FIGURA 2 Esquema de agrupamento e classificagdo dos microrganismos.

2.4.4.1 Grupo 1 - Bacilos Gram-negativos

Apos classificagdo preliminar (oxidase e reagdo em TSI ¢ LIA), culwras

de 24 horas foram inoculadas em galerias dos sistemas API 20E e 20NE (Bio

Merieux), para identificag@o.
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2.4.4.2 Grupo 2 - Bacilos Gram-positivos, catalase positiva, motilidade
positiva

Foram identificados, segundo tabelas e chaves diferenciais propostas por
Slepecky e Hemphill (1991), sendo as principais provas diferenciais utilizadas:
motilidade a 37°C, redugdo do nitrato, O-F glicose, Indol, Liquefagdo de gelatina
a 22°C, citrato de Simmons, Voges-Proskaues (VP), uréia, fenilalanina
desaminase, fermentagdo de carboidratos (glicose, manitol, arabinose e xilose),
crescimento em NaCl 7,5% e hidrolise de amido. Também foi verificada a
presenca ou formacgdo de esporos através da técnica de coloragdo de esporos
(Ribeiro ¢ Soares, 1993). A confirmagdo da identificagdo foi feita através do
sistema API SOCH e provas complementares do API 20NE (Bio Mérieux).

2.4.4.3 Grupo 3 - Bastonetes curtos (Cocobacilos) Gram-positives, catalase
positiva, motilidade negativa

Apos verificagdo da auséncia de esporos, foram realizados testes
propostos por Macfaddin (1980), seguidos de confirmagdo de identificagdo
através do sistema API Coryne (Bio Mérieux), sendo os testes realizados:
Redugdo do Nitrato, Producdo de enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil
arilamidase, fosfatase alcalina, beta-glucuronidase, beta-galactosidase, alfa-
glucosidase, N-acetil-beta glucosaminidase), Esculina, Urease, Hidrélise de
gelatina, Fermentagdo de agicares (glicose, ribose, xilose, manitol, maltose,

lactose, sacarose) e Catalase.

2.4.44 Grupo 4 - Cocos Gram-positivos, catalase positiva, Motilidade
negativa

Para identificagdo dos microrganismos foram realizadas as provas:
Oxidase, Redugdo do Nitrato, Motilidade, O-F glicose, Crescimento em NaCl

62



5%, 10% e 15%, Fermentagdo de glicosc em aerobiose e anaerobiose,
Fermentagdo de manitol em aerobiose ¢ anaerobiose, Coagulase (em tubo),
Liquefagéio de gelatina a 22°C, Arginina dehidrolase, H,S,Voges-Proskauer ¢
DNAse. '

2.4.4.5 Grupo 5 - Bacilos Gram-positivos, catalase negativa, motilidade
negativa, sem produgiio de gis a partir da glicose

Os microrganismos deste grupo foram agrupados de acordo com
caracteristicas  fisiologicas  (homofermentativos ou  heterofermentativos
facultativos), segundo tabelas e chaves diferenciais propostas por Hammes,
Weiss e Holzapfel (1991), sendo as principais provas utilizadas: Crescimento a
15°C, Produ¢do de NH; a partir da arginina, Fermentagéio de carboidratos
(amigdalina, celobiose, galactose, lactose, maltose, manitol, manose, melibiose,
rafinose, salicina, sacarose, trealose, arabinose, esculina, melezitose, ribose,
sorbitol e xilose). Uma vez agrupados, a identificagdo destes microrganismos foi
realizada através do sistema API 50 CHL (Bio Mérieux).

2.4.4.6 Grupo 6 - Cocos Gram-positivos, catalase negativa, motilidade
negativa, sem produciio de gés a partir da glicose

Estes microrganismos foram classificados, agrupados ¢ identificados em
nivel de género, de acordo com tabelas € chaves citadas por Holt et al. (1994),
sendo os principais testes: Crescimento a 10°C e 45°C, crescimento em pH 9,5,
crescimento em NaCl 6,5%, crescimento em bile 40%, Crescimento em Agar KF
¢ SF, verificagio de hemélise em éagar sangue a 5%, Fermentagdo de
carboidratos (lactose, sacarose, manitol, sorbitol e arabinose), Liquefag@o de
gelatina a 22°C, Arginina dehidrolase ¢ Redugdo de Nitrato. A identificag@o foi

confirmada, incluindo espécies, através do sistema API STREP (Bio Meérieux).
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2.44.7 Grupo 7 - Bacilos Gram-positivos, catalase negativa, motilidade
negativa, com produgcio de gis a partir da glicose

Estes microrganismos foram agrupados de acordo com caracteristicas
fisiologicas (heterofermentativos obrigatorios), segundo tabelas e chaves
diferenciais propostas por Hammes, Weiss ¢ Holzapfel (1991), sendo as
principais provas utilizadas: Crescimento a 15°C, Produgdo de NH; a partir da
arginina, Fermentagdo de carboidratos (arabinose, celobiose, esculina, galactose,
maltose, manose, melezitose, melibiose, rafinose, ribose, sacarose , trealose e
xilose). Uma vez agrupados, a identificagdo destes microrganismos foi realizada
através do sistema API 50 CHL (Bio Mérieux).

2.4.4.8 Grupo 8 - Cocos (ou cocobacilos) Gram-positives, catalase negativa,
motilidade negativa, com producfio de gis a partir da glicose

Estes microrganismos foram classificados e agrupados de acordo com
tabelas e chaves citadas por Holt et al. (1994), sendo os principais testes:
produgdo de dcido a partir dos carboidratos arabinose, frutose, maltose,
melibiose, salicina, sacarose e trealose; Crescimento em pH 4,8; crescimento
com 10% de etanol, crescimento a 37°C, Hidrélise de arginina, Indol e produgio
de acido e gas a partir da glicose. Uma vez agrupados, a identificagiio destes
microrganismos foi realizada através do sistema API 50 CHL (Bio Mérieux).

2.4.5 Verificacdio qualitativa das atividades amiloliticas

Para verificagdo da hidrolise do amido utilizou-se dgar amido (Merck). O
meio foi preparado conforme especificagdo do fabricante e incorporado a placas
de petri, sendo entdo as colonias puras estriadas na superficie. Apos incubagdo a

37°C por 24 horas, adicionou-se 5 mL de solu¢do de lugol para verificagio da
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hidrolise através da presenga de zonas claras ao redor das estrias (Siqueira,

1995).
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3 Resultados e Discussio

3.1 Anailises fisico-quimicas
3.1.1 pH e Temperatura

As figuras 3 e 4 mostram os valores de pH e temperatura aferidos
dirctamente nos quatro tanques de fermentagdo acompanhados neste

experimento.

Temperatura

LF D F1 F4 F7 Fi1 F16 F21 F28
Dias de amostragem

—a— pH (tA) ——pH (tB) —2—temp A ——temp B

LF: leite de fécula; D: tanque de decantagfio; F1 a F28: tanque de fermentago com 1 dia, 4
dias, 7 dias, 11 dias, 16 dias, 21 dias ¢ 28 dias respectivamente,

FIGURA 3 Valores de pH e temperatura das amostras em diferentes etapas da
produgio do polvitho azedo nos tanques A ¢ B da fecularia 1.



LF D F1 F4 F7 F11 F16 F21 F28
Dias de amostragem

—a—pH (tC) ——pH (tD) —2+—temp C —g3—temp D

LF: leite de fécula; D: tanque de decantagdo; F1 a F28: tanque de fermentago com 1 dia, 4
dias, 7 dias, 11 dias, 16 dias, 21 dias e 28 dias respectivamente.

FIGURA 4 Valores de pH e temperatura das amostras em diferentes etapas da
produgdo do polvilho azedo nos tanques C e D da fecularia 2.

Observou-se uma variagdo de 10,8 a 26°C nos diferentes dias ¢ locais de
coleta da amostra. As baixas temperaturas observadas podem ter sido
influenciadas pela estagio do ano na qual foi realizado o experimento
(04.05.1999 a 02.07.1999).

9(\ Segundo os produtores da regido, o invemo é o melhor periodo para
produgdo de polvilho azedo, tanto em rendimento quanto em qualidade do
produto, visto que as baixas temperaturas favorecem uma melhor fermentagdo
da fécula, sendo o produto obtido de cor mais clara e com odor caracteristico ¢
descjavel pelos consumidores. Cereda et al. (1986) citam que nas regides frias a
fermentagio ¢ lenta e predomina a microbiota latica (0 que propicia o odor
desejado citado pelos produtores). Este fato também foi comprovado por

Cardenas e Buckler (1980), que constataram um predominio de microbiota latica
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em temperaturas em torno de 15 e 25°C, sendo que o polvilho azedo obtido
apresentava odor caracteristico de acido latico. Segundo os autores, o odor
caracteristico é proveniente do predominio de um acido orgénico, que por sua
vez esta relacionado com o predominio de uma microbiota, em fungdo de fatores
entre os quais as condigGes ambientais, principalmente temperatura da regido
produtora, tém grande influéncia.

Com relagdo a variagdo de pH, pode-se observar pelas figuras 3 ¢ 4 uma
queda destes valores no decorrer do processo fermentativo. Os tanques A ¢ B
apresentaram valores iniciais de 6,59 e valores finais de 3,86 e 3,69 aos 59 ¢ 58
dias de fermentagao, respectivamente. Os tanques C e D apresentaram valores
iniciais de pH de 6,41 e valores finais de 3,73 e 4,08, aos 59 e 58 dias de
fermentagdo, respectivamente. Os valores finais de pH encontrados neste
experimento estdo muito proximos aos encontrados na literatura. Plata Oviedo
(1998) encontrou, em amostras de polvilho azedo comercial, um valor de pH
médio de 3,81 e Pereira et al. (2001) encontraram para fécula fermentada de
mandioca ¢ polvilho azedo comercial valores médios de pH de 4,69 ¢ 4,18,
respectivamente.

Segundo Cereda (1987) o valor do pH da massa de polvilio em
fermentagédo sofre um decréscimo para valores em torno de 3,0 a 3,5, chegando
mesmo a 2,5. Cardenas e Buckle (1980) também observaram esta queda nos
valores de pH ap6s 2 a 3 dias de fermentagéo. Os autores observaram uma queda
rapida destes valores de 6,5 para 3,5 ¢ uma estabilidade destes valores baixos de
pH até o final da fermentacéo.

As amostras dos tanques de decantagdo sdo consideradas pelos
produtores como polvilho doce, no entanto pode-se observar que durante esta
fase ocorreu um decréscimo no valor de pH (de 6,59 para 4,26 e de 6,41 para
4,58), o que demonstra que nesta fase ja ocorrem alteragoes da fécula. Os baixos

valores de pH encontrados no polvilho azedo sdo resultados de uma intensa
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atividade microbiana durante o processo fermentativo pelas bactérias acido-

laticas proprias deste tipo de fermentagdo.

3.1.2 Determinaciio de acidez titulavel, agicares redutores e amido.

A tabela 1 mostra os resultados das analises de acidez titulavel, agucares
redutores ¢ amido nas amostras de polvilho azedo, seco ao sol, provenientes dos

quatro tanques de fermentagdo em estudo.

TABELA 1 Valores médios de acidez titulavel, agucares redutores € amido nas

amostras de polvilho azedo
Acidez titulavel Agucares redutores Amido
Amostra (mEq/100g bs.) &%) (&%)
A 6,35 0,0046 96.27
B 6,10 0,0085 87,27
C 6,55 0,0135 76,17
D 6,30 0,0080 91,64

Os valores de acidez titulavel das amostras de polvilho azedo sdo
inferiores aos encontrados por Pereira (2001), que obteve valores médios de 7,71
mEq/100g b.s para amostras dc polvilho azedo; segundo a autora, os valores
elevados de acidez titulavel sdo justificados pelo aumento da atividade
microbiana decorrente da fermentagdo do amido.

f% Segundo Cereda e Lima (1981), o teor de acidez titulavel caracteriza a
fermentagdo natural utilizada para produgdo do polvilho azedo, sendo que os
valores sdo muito variaveis, em decorréncia do teor ¢ natureza dos acidos
formados. Os autores analisaram 25 amostras de polvilho azedo comercial e
encontraram variagdes na composi¢do quimica das amostras, principalmente
relacionadas a acidez tituldvel, que foram atribuidas pelos autores ao fato das
fermentagSes ndo serem submetidas a analises de controle, sendo interrompidas

em diferentes estagios de desenvolvimento e produgdo de acidos.
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A tabela 1 mostra valores muito baixos de agucares redutores, indicando
que estes foram todos consumidos durante o processo de fermentagdo. Os
valores médios de amido encontram-se dentro dos padroes estabelecidos para o
polvilho doce (minimo de 80g%). Segundo Maeda (1999) e Pereira (2001), estes
padrdes sdo utilizados também para o polvilho azedo.

:,g({A literatura referente a explicagdes sobre as modificagGes do amido de
mandioca durante o processo fermentativo na produgéo do polvilho azedo ainda
¢ escassa. Ascheri (1992) cita que durante a fermentagdo da fécula de mandioca,
os granulos de amido sd3o degradados por amilases produzidas pelos
microrganismos presentes no meio. Segundo Cereda, Lima e Brasil (1982), a
agdo dos microrganismos sobre o amido gera agucares mais simples. Através da
identificag@o cromatografica dos agucares presentes no liquido sobrenadante ao
longo da fermentagdo, os autores detectaram presenga de glicose apenas nos
primeiros dias de fermentagdo e maltodextroses nos demais, indicando que os
agucares produzidos vdo sendo rapidamente consumidos e metabolizados
principalmente na produgdo de dcidos orgénicos, em que predominam o latico,
butirico e acético.

7\% De acordo Lehninger (1995) a fécula de mandioca possui granulos de
amido com 16 a 18% de amilose, sendo o restante constituido de amilopectina.
Os estudos de Rivera (1997) mostraram que o conteiido de amilose diminui nos
primeiros doze dias de fermentagdo, indicando que o ataque por enzimas
amiloliticas ao granulo aconteceu neste periodo. Posteriormente, o granulo de
amido sofreu rearranjos, junto com possiveis ataques a amilopectina, o que

elevou novamente o teor de amilose.
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3.2 Microbiota predominante
3.2.1 Total de microrganismos aerébios meséfilos

A figura 5 (A, B, C, D) mostra os resultados das contagens totais de
microrganismos, realizados em meios PCA ¢ MRS nos diferentes locais e etapas

de amostragem do processo fermentativo.
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FIGURA 5 Contagem total do nimero de microrganismos presentes nos tanques
A e B da fecularia ¢ C ¢ D da fecularia 2 durante o processo
fermentativo.

Como pode ser observado nas figuras acima apresentadas, ndo ocorreram

grandes variagdes nas contagens totais dos microrganismos nas diferentes etapas
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do processo fermentativo dos quatro tanques analisados. Os resultados das
contagens iniciais (leite de fécula - LF) apresentaram-se na ordem de 10° UFC/g
para os tanques A e B, e 10’ UFC/g para os tanques C e D. Durante a fase de
fermentacio, todos 0s quatro tanques apresentaram contagens médias na ordem
de 10® UFC/g, resultados semelhantes aos encontrados por Cardenas ¢ Buckle
(1980) e Carvalho (1994).

Mesmo com o decréscimo do pH caracteristico da fermentagdo, nao foi
observada alteragdo acentuada no numero de microrganismos totais durante a
fase fermentativa, podendo-se atribuir a8 mudangas da microbiota existente. Este
fato pode ser confirnado por experimentos realizados por Zapata ¢ Parada
(1988); os autores encontraram uma grande variedade no numero e tipo de
microrganismos durante a fermentagdo, ¢ um decréscimo destes valores nas
fases finais do processo.

As contagens finais realizadas nas féculas fermentadas apds secagem
apresentaram um decréscimo destes valores para a ordem de 10%a 10° UFC/g,
para os meios PCA e MRS, respectivamente. Estes resultados finais sdo
inferiores aos encontrados por Carvatho (1994). Segundo Zapata, Martinez e
Parada (1991), o nimero de microrganismos tende a diminuir na etapa final do
processo, devido a injurias ou leses letais causadas nos mesmos, pelo meio
acido. Também podemos associar a agdo da luz solar na secagem da fécula
fermentada, diminuindo assim o numero de microrganismos por sua agdo

bactericida.

3.2.2 Isolamento e caracterizacio dos grupos microbianos

Durante o processo fermentativo foram isolados 930 microrganismos,
sendo 383 provenientes do meio PCA e 547 do meio MRS. Destes, 873 foram
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caracterizados como sendo bactérias (93,9%) e 57 como leveduras e fungos
filamentosos (6,1%).

Das 873 bactérias isoladas, 458 (52,5%) foram caracterizadas como
bacilos Gram-positivos, 25 (2,9%) como bacilos Gram-negativos € 390 (44,6%)
como cocos Gram-positivos. Segundo Brabet. (1994) o predominio de bactérias
Gram-positivas € caracteristica deste tipo fermentagdo. Oyewole ¢ Odunfa
(1990) citam que a microbiota acido-latica é tipicamente Gram-positiva e tende
a predominar durante todo o processo fermentativo em fungio de sua resisténcia

a acidez do meio.

3.2.3 1dentificacéio dos grupos bacterianos

As bactérias isoladas durante todo o processo fermentativo (nas duas
fecularias) foram identificadas sempre que possivel em nivel de género e
espécie. A figura 6 ¢ a tabela 2 (Anexo A) mostram a quantidade € porcentagem
dos diferentes grupos bacterianos caracterizados nas amostras coletadas nas

diferentes ctapas de produgdo do polvitho azedo.
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Streptococcus 21,76%

Corynebacterium 2,1%

Gram neg 2,9%
’ r Pediococeus 2,3%
St, l ,l ~ 3 !’70/ 3 .
AP IOCOE0S, Ll Bacillus 2,61%

Leuconostoc 4,24%
Micrococcus 1,7%

Enterococcus

Lactococcus 0,9%

Lactobacillus 49,83%

FIGURA 6 Grupos bacterianos isolados e caracterizados nas amostras das diferentes
etapas da produgéo do polvilho azedo

3.2.3.1 Grupo 1 - Bacilos Gram-negativos

Foram isolados e caracterizados 25 bacilos Gram-negativos (2,9%)
durante as diferentes etapas da fermentagidio, sendo Pseudomonas, o género
predominante.

Foram identificadas 13 cepas de Pseudomonas (52%), 8 cepas de
Enterobacter (32%) ¢ 1 cepa de cada um dos géneros Pasteurella, Aeromonas,
Chromobacter e Citrobacter, todas representando 4% (cada) dos isolados Gram-
ncgativos. A tabela 3 mostra os diferentes géneros e espécies identificadas das

amostras das diferentes etapas da fermentago.
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TABELA 3 Bactérias Gram-positivas isoladas e identificadas em amostras de
diferentes etapas da produgdo de polvitho azedo

Leite de Tanque de Tanques e dias de fermentaggo
fécula Decantagéo
A-B C-D AB C-D A B C

Microrganismo

Id 4d 16d 6d 16d 11d

Pasteurella haemolyticus 1
Aeromonas hydrophila
Pseudomonas paucimobilis 2 3
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas paseudomallei 2 1
Pseudomonas fluorescens 2

Citrobacter freundii 1
Chromobacier violaceum
Enterobacter cloacae 3 2 1 2

— —
(]

Estas bactérias Gram-negativas foram isoladas somente de cultivos em
placas de PCA; a auséncia deste grupo no cultivo com o meio MRS
provavelmente estd associada a seletividade do meio. A importancia destes
microrganismos neste tipo de fermentagdo poderia ser desprezada, devido a
queda de pH que logo se instala no processo fermentativo, inibindo assim a
atuagdo dos mesmos. Assim sendo, a presenga destas bactérias nos estagios
iniciais da fermentagdio pode ser considerada como contaminante do processo,
visto que elas podem ter origem na agua utilizada nos locais de fermentagdo. A
presenca destas bactérias nos tanques com 11 (tanques C e D) e 16 dias (tanques
A e B) de fermentagdio pode estar associada com a troca da dgua de maceragio
realizada pelos produtores nos referidos dias.

Cereda (1973) cita a presenca de Escherichia, Alcaligenes ¢
Pseudomonas, como bactérias capazes de consumir oxigénio, produzindo gases
e 4cidos organicos. Segundo a autora, estas bactérias podem estar associadas a
rapida queda da concentragdo de O, dissolvido na primeira fase da fermentagéo.
O curto periodo de tempo no qual estas bactérias permanecem vidveis esta talvez

associado ao baixo valor de pH que rapidamente se instala a partir do tanque de
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decantagdo. Alguns autores citam a presenga de bactérias Gram-negativas dos
géneros Klebsiella (Okafor, ljioma e Oyole, 1984) e Alcaligenes (Okafor, 1977),

durante os primeiros estagios da fermentag@o de produtos de mandioca.

3.2.3.2 Grupo 2 - Bacilos Gram-positivos, catalase positiva, esporulados

Foram isoladas 23 cepas, representando 2,6% do total de isolados, todas
caracterizadas e identificadas como pertencentes ao género Bacillus. A tabela 4
mostra a quantidade e porcentagem das diferentes espécies de Bacillus isoladas e

identificadas nas amostras coletadas durante o processo fermentativo.

TABELA 4 Espécies de Bacillus isoladas e identificadas nas amostras coletadas
nas diferentes etapas de produgdo do polvilho azedo.

Espécie Quantidade Porcentagem (%)
Bacillus liqueniformis 1 44
Bacillus coagulans 2 8,7
Bacillus thuringiensis 2 8,7
Bacillus sp 2 8,7
Bacillus pumilus 3 13,0
Bacillus amyloliquefaciens 3 13,0
Bacillus megaterium 3 13,0
Bacillus subtilis 7 30,5
Total 23 100

Os valores encontrados para os microrganismos deste grupo estio
compativeis com outros encontrados na literatura (Carvalho, 1994; Zapata ¢
Parada, 1988; Zapata, Martinez e Parada, 1991).

Apesar de terem sido encontrados em pequena quantidade (2,6% do total
de isolados), a presenca do género Bacillus pode ser considerada de extrema
importdncia nos processos fermentativos desta natureza, visto que estes
microrganismos sdo capazes de produzir enzimas que atuam sobre os granulos
de amido; segundo Cereda (1973) este ataque ao grinulo de amido ¢é
provavelmente a origem da fonte de carbono para o metabolismo de outros
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microrganismos que atuam como verdadeiros agentes da fermentagdo. Algumas
especies do género Bacillus, em especial B. subtilis, sdo bastante conhecidos
com relagdo a capacidade de produgdo dessas enzimas amiloliticas (Cereda,
1973; Cereda, Lima ¢ Brasil, 1982; Zapata ¢ Parada, 1988; Figueroa, 1991;
Carvalho, Canhos e Vilela, 1995).

3.2.3.3 Grupo 3 - Bacilos Gram-positivos, catalase positiva, nio esporulados

Foram identificados 18 bacilos (2,1% do total de isolados) como
pertencentes ao género Corynebacterium. As propor¢des obtidas sdo
compativeis com os resultados de Carvalho, Canhos e Vilela (1995) e Figueroa ¢
Chuzel (1991), tanto em niimero quanto em importéancia da presenga do referido
género.

Na caracterizagio deste grupo bacteriano, observou-se que o género
Corynebacterium somente foi isolado do meio de cultivo PCA, sendo este fato
provavelmente associado a facilidade de crescimento em 4gar nutriente
apresentada por estas bactérias. A tabela 5 mostra as diferentes espécies de

Corynebacterium isoladas nas diferentes etapas do processo.

TABELA 5 Espécies de Corynebacterium isoladas em PCA nas amostras
obtidas das diferentes etapas do processo fermentativo para

produgéo do polvilho azedo.
Espécie Quantidade Porcentagem (%)
Corynebacterium minutissimo 3 16,7
Corynebacterium manihot 3 16,7
Conrynebacterium kutscher 1 55
Corynebacterium aquaticum 5 278
Corynebacterium amylocatum 2 11,1
Corynebacterium sp 4 22
Total 18 100

Apesar da pequena propor¢do encontrada, estes microrganismos,

juntamente com algumas espécies de Bacillus, sdo considerados de grande
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importancia nos processos fermentativos de amido, sendo citados desde ha
muito tempo por alguns pesquisadores como 0s microrganismos responsaveis
pela quebra do grinulo de amido (Collard e Levi, 1959; Collard, 1963).

Abe e Lindsay (1978) isolaram Corynebacterium manihot em processos
de fermentagdo de fécula de mandioca, com baixissima capacidade de produgdo
de acido, € concluiram que algumas espécies de Corynebacterium nio sio bons
fermentadores de agucares. Entretanto, quando esta fermentagdo ocorre,
raramente produzem alta acidificagdo. Segundo os autores, muitas espécies

dentro deste género oxidam a glicose completamente a didxido de carbono e

agua.
3.2.3.4- Grupo 4 - Cocos Gram-positivos, catalase positiva

Os géneros caracterizados neste grupo foram Staphylococcus sp (1,7%) e
Micrococcus sp (1,7%). A literatura consultada ndo mostra grandes variagdes
nestes percentuais. Segundo Carvatho (1994) este grupo de microrganismos néo
participa do processo fermentativo, estando presente como contaminantes do

processo.

3.235- Grupo S - Bacilos Gram-positives, catalase negativa, n#o
esporulados, produtores de dcido sem gas

Das 873 cepas de bactérias isoladas, 435 foram caracterizados como
sendo bacilos Gram-positivos catalase positiva. No grupo 5 foram caracterizados
os lactobacilos homofermentativos ¢ heterofermentativos facuitativos, num total
de 321 cepas (73,8% dos bacilos catalase negativa), sendo 218 (67,9%)
provenientes do meio MRS e 103 (32,1%) do meio PCA. A seletividade do
meio MRS justifica 0 predominio destas espécies, mesmo com o meio PCA

mostrando-se também favoravel ao desenvolvimento de muitos lactobacilos.
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Estes resultados podem ser comparados aos encontrados por Gallo (1990) que
detectou um grande numero de algumas espécies de lactobacilos somente em
meio PCA.

A identificagio em nivel de espécic mostrou uma grande variedade
destes lactobacilos; a tabela 6 mostra a quantidade e porcentagem das diferentes
espécies de lactobacilos homofermentativos e heterofermentativos facultativos
caracterizados das amostras coletadas nas diferentes etapas do processo
fermentativo.

Um grande nimero de espécies homo ¢ heterofermentativas facultativas
também foram encontrados por Carvalho (1994); estas espécies foram isoladas
em todas as etapas do processo fermentativo para produgdo do polvilho, sendo
que, dos 189 isolados caracterizados como lactobacilos, 30 foram identificados
como espécies homofermentativas, 136 como heterofermentativos e 23 como
Lactobacillus sp, chegando a atingir 66,7% do total de isolados das amostras
coletadas apos 59 dias de fermentagéo.
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TABELA 6 Espécies de lactobacilos homofermentativos e heterofermentativos
facultativos isolados nas diferentes etapas da produgdo do polvilho

azedo

Espécie Meio MRS Meio PCA

N° % N° %
Homofermentativas
L.helveticus 4 1,2 0 0
L. acidophilus1 1 0,3 0 0
L. acidophilus Il 27 84 6 19
L. delbruekii-.lactis 1 03 0 0
L. delbruekii-delbru 0 0 1 0.3
Heterofermentativas facultativas
L. pentosus 2 0,6 0 0
L. plantarum 1 17 53 6 19
L. plantarum 11 1 03 0 0
L. sake 9 28 0 0
L. para-paracasei | 23 72 6 19
L. para-paracasei Il 34 10,6 2 0,6
L. acetotolerans 3 09 0 0
L. curvatus 11 34 0 0
L. rhamnosus 7 22 1 0,3
Lactobaciilus sp 78 244 81 252
Total 218 679 103 32,1

Zapata ¢ Parada (1988) também encontraram grande variedade de
espécies durante a fermentagdo da fécula de mandioca; num mesmo contexto,
Giraus, Cosselin e Raimbault (1992) isolaram, a partir de mandioca fermentada,
varias espécies de lactobacilos, destacando a presenga da espécie L. plantarum.

Hammes, Weiss e Holzapfel (1991) citam que, durante a fermentagdo da
fécula de mandioca, sobre a influéncia de varios fatores tais como queda de pH e
do potencial de oxi-redugdo, as bactérias laticas, principalmente lactobacilos,
passam a dominar o processo, sofrendo sucessivas modificagdes em nivel de
género e espécies.

As espécies caracterizadas como sp (24,4%) ndo apresentaram boa
identificagdo, tendo sido consideradas como heterofermentativas facultativas,

por fermentarem pentoses e ndo produzirem gas.
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3.2.3.6 Grupo 6 - Cocos Gram-positivos, catalase negativa, produtores de
acido sem gas (homofermentativos)

Dentre os 305 cocos homofermentativos isolados, 190 foram
identificados como pertencentes ao género Streptococcus, 20 como Pediococcus,
87 como Enterococcus € 8 como Lactococcus. A tabela 7 mostra os resultados
da identificagdo dos cocos homofermentativos isolados nas diferentes etapas do
processo, bem como o total em niimero e porcentagem das diferentes espécies
isoladas dos meios MRS e PCA.

TABELA 7 Géneros ¢ espécies de cocos homofermentativos isolados em PCA e
MRS nas diferentes etapas da produgdo de polvitho azedo.

ISOLADOS Meio MRS Meio PCA Total %
Streptococcus sp 70 52 122 40,0
Streptococcus bovis 1 6 4 10 33
Streptococcus bovis Il 3 0 3 1,0
Streptococcus salivarus termophilus 6 9 15 49
Streptococcus equinus 17 6 23 7.5
Streptococcus constellatus 0 10 10 33
Streptococcus intermedius 0 7 7 23
Enterococcus sp 17 17 34 11,1
Enterococcus avium 7 0 7 23
Enterococcus duram 15 0 15 49
Enterococcus faecalis 8 7 15 49
Enterococcus faecium 7 9 16 52
Lactococcus lactis lactis 3 0 3 10
Lactococcus lactis cremoris 5 0 5 1,6
Pediococcus sp 3 2 5 1,65
Pediococcus acidilactici 6 4 10 34
Pediococcus pentosaceus 5 0 5 1,65
Total 178 127 305 100

Entre os cocos homofermentativos, o género Streptococcus foi o
predominante com 62,3% dos isolados, seguido do género Enterococcus com
28.4%, Pediococcus com 6,7% e Lactococcus com 2,6%. Embora as

porcentagens sejam superiores as encontradas na literatura, os géneros sdo

81



sempre citados como participantes de processos fermentativos desta natureza.
Segundo Rivera (1997) o processo de fermentagéo da fécula para se obter o
polvilho azedo ¢ natural, espontineo, sendo desenvolvido por diversos
microrganismos naturalmente presentes na matéria-prima, na dgua € nos tanques
de fermentagéo.

Por outro lado, as diferentes condiges climaticas do pais selecionam a
microbiota que predomina no processo fermentativo. Segundo Cereda (1983) a
temperatura de 30°C favorece a fermentagédo butirica e temperaturas inferiores a
15°C favorecem a fermentagdo latica. Cardenas e Buckler (1980) verificaram
que em temperaturas mais baixas, entre 12 e 20°C, existe predominio da
microbiota &cido-latica, principalmente constituida de lactobacilos homo e
heterofermentativos, cocos homo e heterofermentativos, pertencentes aos
géneros Streptococcus e Pediococcus.

Okagbue (1990) cita a presenga dos géneros Bacillus, Streptococcus,
Lactobacillus, Enterococcus e algumas leveduras, num processo fermentativo de
origem africana, para produgdo da chamada farinha “udaga™. Neste processo, a
mandioca ¢ descascada, fatiada e moida por abrasdo, envolvida em panos ou
sacolas e fermentada por 4 a 5 dias, sendo depois seca ao sol e moida.

Carvalho (1994) determinou a microbiota do polvilho azedo durante o
processo fermentativo em nivel industrial. Neste estudo encontrou-se que 80,6%
dos isolados pertenciam ao grupo acido-latico. Das bactérias acido-laticas, o
género Lactobacillus foi predominante no processo, com 32% dos isolados,
seguido pelo género Leuconostoc com 21% e pelos cocos homofermentativos
como Lactococcus com 12,6%, Enterococcus com 8,3%, Pediococcus com 5,9%
e Streptococcus com 0,8%.

As espécies de Enterococcus isoladas em MRS foram identificadas como
E. avium, E. duram, E. faecalis e E. faecium; quando o isolamento foi feito em

PCA, foram identificados somente E. faecium e E. faecalis.
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Abe e Lindsay (1978) isolaram Streptococcus faecium (atualmente
classificado no género Enterococcus) como microrganismo predominante na
fermentagdo da fécula de mandioca. Segundo os autores, este microrganismo,
através de suas caracteristicas culturais, mostrou ser o fermentador primario
deste tipo de fermentagdo. Geldreich, Kenner e Kabler (1964) e Mundt (1973)
citam que Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis podem estar associados
a plantas e insetos, e que os mesmos digerem o amido mais ativamente que
linhagens provenientes de mamiferos e passaros.

Os géneros Streptococcus, Enterococcus, Lactocccus e Pediococcus,
tipicamente cocos homofermentativos, ocorreram em niveis de 58,4% em MRS
e 41,6% em PCA. Este fato pode ser atribuido as caracteristicas nutricionais de
cada género e as condigdes do meio em que se encontravam.

Lactococcus sp foi somente caracterizado partindo do cultivo em meio
MRS, provavelmente por serem bactérias nutricionalmente fastidiosas, e
segundo Anderson e Elliker (1953), requerem meios complexos para o seu
desenvolvimento.

Segundo Facklan e Carey (1985) os géneros Lactococcus e Enterococcus
sdo facultativos em relagdo ao oxigénio, sendo que muitas espécies crescem
melhor anaerobicamente. A amostragem periodica realizada durante o processo
fermentativo para produgdo do polvilho azedo mostrou uma distribuigio
heterogénea destes grupos durante o processo de fermentagéo.

Os géneros Lactococcus e Pediococcus foram identificados em menores
proporgdes que os géneros Streptococcus ¢ Enterococcus, porém estiveram
presentes na maioria das etapas do processo. Etchells et al. (1975) também
observaram em processos fermentativos de vegetais géneros de bactérias écido-
laticas, ocorrendo na seguinte ordem: Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus

e Lactobacillus.
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Segundo Vaughn (1975) e Dellaglio e Torriani (1986) a presenga do
género Pediococcus é comum nos processos de fermentagdo de vegetais e,
muitas vezes, multiplicam-se¢ rapidamente, vindo a predominar entre a

microbiota acido-latica, principalmente nos primeiros estagios do processo.

3.2.3.7 Grupo 7 - Bacilos Gram-positivos, catalase negativa, nio
esporulados, produtores de acido e gis (heterofermentativos obrigatérios)

Dos 435 microrganismos isolados e caracterizados como lactobacilos,
114 (26,2%) apresentaram caracteristicas do grupo heterofermentativo
obrigatdrio, ou seja, fermentagdo de pentoses e gluconato e produgdo de gas.

A tabela 8 mostra os niumeros e porcentagens das diferentes espécies de
lactobacilos heterofermentativos obrigatorios isolados e caracterizados nas
amostras das diferentes etapas da fermentagao do polvilho azedo.

TABELA 8 Espécies de lactobacilos heterofermentativos obrigatérios isolados
nas diferentes etapas de produgdo do polvilho azedo.

Espécie Meio MRS Meio PCA
N° % N° %
Lactobacillus fermentum 10 88 0 0
Lactobacillus brevis 1 11 9.7 1 09
Lactobacillus brevis 11 88 772 0 0
Lactobacillus brevis Il 2 1,7 0 0
Lactobacillus cellobiosus 2 1,7 0 0
Total 113 99.1 1 09

A presenga de espécies de lactobacilos heterofermentativos obrigatorios
¢ citada por Oyewole ¢ Odunfa (1990) na fermentagdo de mandioca para
produgcdo de fu-fu, sendo que, das 134 bactérias isoladas, 15% foram
identificadas como sendo L. cellobiosus € 9% como L. brevis.

Segundo Carvalho (1994) dos 189 lactobacilos da fermentagéo de fécula

de mandioca para produgdo de polvilho azedo, 136 foram identificados como



espécies heterofermentativos obrigatérios e/ou heterofermentativos facultativos.
Holzapfel e Schillinger (1991) também citam a caracterizagdo de uma grande
variedade de espécies heterofermentativas e atribuem a este grupo um

importante papel na fermentagéo de vegetais.

3.2.3.8 Grupo 8 - Cocos ou cocobacilos Gram-positivos, catalase negativa,
produtores de acido e gis (heterofermentativos)

Das 873 bactérias isoladas, 37 (4,2%) foram caracterizadas como
pertencentes ao género Leuconostoc, sendo que 26 (70,3%) foram isoladas do
meio MRS e 11 (29,7%) do meio PCA. Carvalho (1994) encontrou proporg¢des
superiores deste género em estudo de processo fermentativo de mandioca para
produgdo de polvilho azedo realizado em Macaia, regido sul de Minas Gerais.
De um total de 590 isolados, 124 (21%) foram caracterizados como Leuconostoc
sp, sendo que 12,3% foram isolados do meio PCA e 29,2% do meio MRS. Gallo
(1990) detectou a presenga de bactérias do género Leuconostoc somente em agar
MRS, representando 29,2% dos isolados no referido meio.

Segundo Holzapfel e Schillinger (1992), os cocos heterofermentativos do
género Leuconostoc representam um papel importante na fermentagdo de
vegetais, sendo muito comum sua presenga nos estagios iniciais dos processos
de fermentagdo devido, principalmente a sensibilidade ao pH baixo, apresentado
por este género.

Os resultados da identificagcdo de Leuconostoc isolados nas diferentes

etapas do processo fermentativo estdo apresentados na tabela 9.
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TABELA 9 Quantidade ¢ porcentagem do género Leuconostoc isolados dos
meios PCA e MRS nas diferentes etapas de produgéo do polvilho

azedo.
Tsolados Mo Moo Towl %
Leuconostoc mesenterdides mesenteroides 12 8 20 54,1
Leuconostoc mesenteroides dextranicum 9 2 11 297
Leuconostoc sp 5 1 6 16,2
Total 26 11 37 100

A tabela 9 mostra o predominio da espécie L. mesenteroides
mesenteroides, em ambos os meios utilizados para isolamento. De acordo com
Steinkraus (1983) esta espécie tem um importante papel na fermentagéio de
vegetais, estando aparentemente melhor adaptada a vegetais e iniciando
crescimento mais rapido que outras bactérias 4cido-laticas, produzindo acido e

dioxido de carbono.

3.2.4 Distribuiciio da microbiota nas fecularias 1 e 2 durante o periodo de
amostragem

A tabela 10 mostra a distribuigdo dos grupos microbianos nas duas

fecularias utilizadas neste experimento.

TABELA 2.10 Distribui¢do da microbiota em relagdo as fecularias.

Grupo microbiano Feculana 1 Fecularia 2
Meio MRS Meio PCA Meio MRS Meio PCA

Lactobacillus sp 142 42 189 62
Streptococcus 72 36 30 52
Enterococcus 34 19 20 14
Leuconostoc 14 8 12 3
Lactococcus 6 0 2 0
Staphylococcus 1 7 3 4
Micrococcus 0 10 0 5
Pediococcus 2 4 12 2
Conrynebacterium 0 8 0 10
Bacillus 0 9 0 14
Gram-negativos 0 9 0 14
Total 271 162 268 172




Foram isolados 433 microrganismos na fecularia 1 ¢ 440 na feculana 2.
As tabelas 11, 12, 13 e 14 (Anexo A) mostram a distribuigio dos
microrganismos isolados nos meios PCA e MRS, nas diferentes etapas de
amostragem da produgdo do polvilho azedo em ambas fecularias.

A analise das tabelas 11 e 12 mostram que, na fecularia 1, a presenca do
género Lactobacillus foi constatada somente a partir dos estdgios iniciais da
fermentagio, tanto no meio MRS quanto no meio PCA. No meio MRS ndo foi
verificada a presenga de microrganismos dos géneros Bacillus,
Corynebacterium, Micrococcus e pertencentes ao grupo Gram-negativo. O
género Lactobacillus apresentou-se dominante em quase todas as etapas
amostradas dos tanques de fermentagéo.

Na fecularia 2, as tabelas 13 € 14 mostram a presen¢a de microrganismos
do género Lactobacillus nas amostras coletadas a partir do tanque de decantacdo,
sendo entdo dominantes em quase todas as amostras coletadas dos tanques de
fermentagdo. Assim como na fecularia 1, no meio MRS néo foi verificada a
presenga de microrganismos dos géneros Bacillus, Corynebacterium,
Micrococcus, bem como os microrganismos pertencentes ao grupo Gram-
negativo.

Num contexto geral, o género Lactobacillus foi o predominante nas duas
fecularias, tendo sido mais bem isolado no meio MRS égar. As duas fecularias
também apresentaram, em ordem de maior incidéncia, um grande nimero de

espécies dos géneros Streptococcus e Enterococcus.

3.2.5 Verificacfio qualitativa das atividades amiloliticas

Todos os isolados caracterizados neste experimento foram avaliados

quanto a capacidade de hidrolisarem o amido.
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Entre as bactérias do género Bacillus, as espécies B. amyloliquefaciens e
B. subtilis. representando 43,5% deste grupo, hidrolisaram completamente o
amido; 56,4% das espécies restantes hidrolisaram parcialmente. Segundo Zapata
¢ Parada (1988), os bacilos esporulados apresentam maior atividade amilolitica
do que a maioria das bactérias acido-laticas. Segundo Cereda (1973) a atividade
amilolitica de diversas espécies do género Bacillus € bastante conhecida, sendo a
espécie B. subtilis citada como altamente amilolitica.

Entre os 435 Lactobacillus isolados, 88 caracterizados como L. brevis
(20,2% das espécies caracterizadas), 23 como L. plantarum (5,3%) e 26
Lactobacillus sp (6,0%), hidrolisaram amido. L. plantarum é um microrganismo
reconhecido como produtor de enzimas amiloliticas. Giraud et al. (1992)
isolaram, a partir de mandioca, espécies de Lactobacillus plantarum com
propriedades amiloliticas. Bactérias amiloliticas do género Lactobacillus
também foram encontradas em polvilho azedo por Gomez et al. (1994).

Os 305 cocos homofermentativos isolados apresentaram propriedades
amiloliticas em 19% de seus representantes, sendo 23 cepas caracterizadas como
Streptococcus equinus (7,5%), 16 cepas como Entérococcus faecium (5,2%), 15
como Enterococcus faecalis (4,9%) e 4 como Pediococcus sp (1,3%). Zapata e
Parada (1988) citam a capacidade de produgéo de enzimas amiloliticas em cocos
homofermentativos, embora, € ainda segundo os autores, estas propriedades
sejam menores do que as apresentadas por espécies de Bacillus.

No grupo coriniforme, a presenga de atividade amilolitica foi verificada
nas espécies C. manihot ¢ C. amylocatum, representando 11,1%,
respectivamente, dos microrganismos  caracterizados neste  grupo.
Corynebacterium sp, apesar de terem sido encontrados em pequeno niimero em
relagdo ao restante da microbiota isolada, sdo considerados de grande
importéncia neste tipo de fermentagfo. De acordo com Collard e Levi (1959) e

Collard (1963), o género Corynebacterium sp pode ser o microrganismo
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responsavel pela quebra do granulo de amido. Contrariando o proposto, Abe e
Lindsay (1978) isolaram cepas de C. manihot que nio mostraram capacidade
amilolitica significante.

Entre as 37 espécies de Leuconostoc, apenas as 11 caracterizadas como
L. mesenteroides dextranicum (29,7%) apresentaram atividades amiloliticas.
Nwankwo, Anadu e Usoro (1989) encontraram um grande numero de espécies
microbianas capazes de degradar a fécula contida nos tubérculos de mandioca;
entre os isolados, Leuconostoc mesenteroides apresentaram atividade
amilolitica, bom crescimento em altas temperaturas e em pH 5,0 ¢ 6,0.

Alta atividade amilolitica também foi verificada em todas as cepas de
leveduras que néo foram identificadas neste trabalho. Zapata, Martinez e Parada
(1991) citaram a presenga do género Saccharomyces em processos fermentativo
para produgdo do polvilho azedo, como leveduras produtoras de enzimas
amiloliticas.

Figueroa e Chuzel (1991) citam que o maior grupo de bactérias
encontradas na fermentagdo da fécula corresponde ao género Lactobacillus, e
que estes lactobacilos apresentam atividades amiloliticas maiores quando estdo

associados a leveduras.

89



4 Conclusio

Com base no exposto, pode-s¢ concluir que:

Ocorreram variagbes nos valores de pH, indicando que a
fermentacdio da fécula de mandioca iniciou-se nas amostras dos
tanques de decantagéo, devido ao abaixamento de pH.

A auséncia de agucares redutorcs nas amostras dec polvilho azedo
seco indica que estes foram todos consumidos durante o processo
fermentativo.

As contagens totais de microrganismos aerobios mesdfilos realizadas
nas duas fecularias ndo sofreram alteragdes significativas durante a
fermentagdo da fécula, sendo somente verificado uma mudanga da
microbiota devido ao decréscimo do pH..

Os meios PCA e MRS nédo apresentaram diferengas marcantes nas
contagens totais realizadas nas duas fecularias.

Dentre os 930 microrganismos isolados, 873 (93,9%) foram
caracterizados como bactérias, sendo que 23 (2,6%) pertenciam ao
género Bacillus, 15 (1,7%) pertenciam aos géneros Staphylococcus e
Micrococcus, 18 (2,1%) ao géncro Corynebacterium, 25 (2,9%)
pertenciam ao grupo Gram-negativo ¢ 777 (89%) como bactérias
acido-laticas.

Ocorreu um predominio da microbiota 4cido-latica, sendo o género
Lactobacillus predominantc nas duas fecularias, scguido de
Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus e
Lactococcus.

Em ambas fecularias a presenga do género Lactobacillus ndo foi

constatada nas amostras dc leite de fécula ¢ nos tanques de
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decantagio, tendo sido verificada nos tanques de fermentagéo a partir

do primeiro dia até o final do processo fermentativo.
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CAPITULO 3

Estudo da diversidade fenotipica e genética de lactobacilos

isolados da fermentacéo natural do polvilho azedo
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Resume

SILVEIRA, lvana Aparecida. Estudo da diversidade fenotipica e genética de
Lactobacillus isolados da fermentacio natural do polvilho azedo. Lavras:
UFLA. 2001. 132p. (Tese - Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) *

O género Lactobacillus, compreendendo mais de S0 cspécies, tem sua
classificagdo ainda fundamentada em caracteres fenotipicos ¢ fisiologicos, tais
como o perfil de fermentagdo de carboidratos e crescimento a certas
temperaturas. Sendo comum o surgimento dc problemas técnicos, tais como
crescimento insuficiente para degradar o substrato ¢ instabilidade de certas
caracteristicas em decorréncia do meio utilizado, tomando dificil a interpretagéo
dos resultados, as técnicas molecularcs tém sido cmpregadas no estudo de
Lactobacillus. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar a
diversidade fenotipica e genotipica de espécies de Lactobacillus isolados da
fermentagdo natural da fécula de mandioca para obtengao do polvitho azedo. Os
48 isolados de lactobacilos, escolhidos aleatoriamente, foram identificados
bioquimicamente pelo sistema API, através de testes de fermentagdo de
carboidratos, sendo cntio submetidos a extragio do DNA para realizagio da
técnica de RAPD para identificagio molecular. As espécies de Lactobacillus
foram agrupadas de acordo com o perfil de fermentagéio de carboidratos
apresentado, sendo classificadas como homofermentativas: L. acidophilus 111, L.
delbruekii delbruekii, L. delbruekii lactis, L. mali e Lactobacillus sp; como
heterofermentativas facultaticas: L. plantarum, L. paracasei tolerans, L.
paracasei paracasei, L. pentosus, L. curvatus; ¢ como hcterofermentativos
obrigatérios: L. brevis, Lactobacillus sp. As espécies de Lactobacillus
mostraram grandes semelhangas entre si, no que diz respeito ao perfil de
fermentagdo de carboidratos, existindo uma estreita relagdio entre as cspécies
homofermentativas e heterofermentativas facultativas ou obrigatorias. Os
resultados das analises dos perfis RAPD mostraram a existéncia de subtipos nas
espécies de Lactobacillus cstudadas, o que pode ter accntuado o polimorfismo
detectado nos grupos homofermentativos € heterofermentativos.

* Comité Orientador: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientador),
Dulcinéia de Carvalho - UFLA; Rosane Freitas Schwan - UFLA.

99



FR G R

Abstract

SILVEIRA, Ivana Aparecida. Study of fenotypic and genetic diversity of
Lactobacillus isolated from natural fermentation of sour cassava starch
Lavras: UFLA, 2001. 132p. (Thesis - Doctorate in Food Science) *.

The genus Lactobacillus, which comprchends over 50 specices, has its
classification still based on phenotypic and physiological features such as profile
of carbohydrate fermentation and growth at certain temperatures. Being common
the appearance of technical problems such as msufficient growth to degrade the
substrate and instability of some characteristics owing to the medium utilized,
making the interpretation of the results difficult, the molecular techniques have
been employed in the study of Lactobacillus. In this context, this work was
intended to study the phenotypic and genotypic diversity of Lactobacillus
species isolated from the natural fermentation of cassava flour for obtaining sour
cassava starch. The 48 strains of Lactobacillus, chosen randomly. were
identified biochemically by the API system through the carbohydrate
fermentation test, they being submitted to DNA extraction for performing of the
RAPD technique for molecular identification. The species of Lactobacillus were
grouped according to the profile of carbohydrate fermentation presented, their
being classified as homofermentative: L. acidophylus 111, L. delbruekii, L.
delbrueki lactis, 1. mali and lactobacillus sp: as facultative heterofermentative:
L. plantarum, L. parcasei tolerans, L. paracasei paracasei, L. pentosus, L.
curvatus and as obligate heterofermentative: L. brevis, Lactobacillus sp. The
specics of Lactobacillus showed great similaritics among them as far as the
carbohydratc fermentation profile are concemed, existing a close relationship
between the facultative or obligate homofermentative and heterofermentative
specics. The results of the RAPD profile analyses showed the existence of
subtypes in the Lactobacillus species studied, which may have marked the
polymorphism detected in the homofermentative and heterofermentative groups.

" Guidance Committee: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor).
Dulcinéia de Carvalho - UFLA ; Rosane Freitas Schwan - UFLA.
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1 Introducio

As bactérias laticas compreendem um grupo bastante heterogéneo de
organismos que sdo distribuidos amplamente na natureza € que, ha muito tempo,
tém sido isoladas de varias fontes: seres humanos, animais, plantas, produtos a
base de leite, vinhos e silagens. Entretanto, muitas espécies parecem ter se
adaptado a condigdes ambientais especificas e, geralmente, ndo sdo encontradas
fora deste habitat (Chassy e Murphy, 1993).

O metabolismo dessas bactérias explica essa seletividade natural.
Bioquimicamente, ndo possuem o ciclo de Krebs ¢ a cadeia respiratoria classica,
o que as limita a ambientes de baixa concentragdo de oxigénio (microaerofilia)
ou mesmo auséncia total (Bryan-Jones, 1975; Adam e Moss, 1997).

As bactérias laticas sdo acidofilas, limitando-se a ambientes de pH
relativamente baixos, crescendo numa faixa 6tima de pH de 5,5 a 6,2, assim
como em valores menores que 5,0. O fato desse grupo apresentar requerimentos
nutricionais complexos restringe-os a ambientes ricos sob o ponto de vista
nutricional. Dentre os nufrientes necessirios para o crescimento estdo
aminoécidos, peptideos, derivados de 4cidos nucléicos, vitaminas, sais, acidos
graxos ou ésteres de acidos graxos e carboidratos fermentéveis. Por esta razéo,
os meios de cultivo para estes microrganismos so ricos € complexos, contendo
extratos orgénicos, principalmente em vitaminas e peptideos (Kandler € Weiss,
1986; Chassy e Murphy, 1993).

O género Lactobacillus é encontrado no trato intestinal de humanos ¢
animais, como também em vegetais fermentados, produtos cameos, vinhos e
cervejas (Pelczar, Chan e Krieg, 1996). Por outro lado, ¢ largamente utilizado na
preparagdo de uma variedade de alimentos como cultura iniciadora em queijos €

outros produtos de laticinios (Shinoda et al., 2001).

101



Segundo Kandler ¢ Weiss (1986), uma grande diferenciagdo foi feita
entre os lactobacilos baseada nas caracteristicas classicas de subgéneros de Orla-
Jensen e trés grupos foram definidos:

- Grupo I - lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos- que
fermentam hexoses quase exclusivamente a acido latico pela via Embden-
Meyerhof, € ndo fermentam pentoses € gluconato.

- Grupo II - lactobacilos heterofermentativos facultativos - que
fermentam as hexoses como o grupo I, com excegdo de poucas espécies que
produzem outros acidos em condigdes limitadas de glicose; a pentose é
fermentada, produzindo acido acético e acido latico via fosfocetolase induzivel.

- Grupo I - lactobacilos heterofermentativos obrigatérios - que
fermentam hexoses a acido latico e acético (etanol) e CO,; a pentose também é
fermentada a acido latico e acético. Muitos carboidratos podem ser fermentados
variando entre as espécies.

O género Lactobacillus, compreendendo mais de 50 espécies, tem sua
classificagdo ainda fundamentada em caracteres fenotipicos e fisiologicos, tais
como o perfil de fermentagdo de carboidratos e crescimento a certas
temperaturas (Axelsson, 1993).

Os varios géneros das bactérias do acido-latico t€ém sido definidos com
base em sua morfologia celular, composi¢do de bases do DNA e tipo de
metabolismo fermentativo. Membros dos géneros Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc e Pediococcus t€m propor¢do de composicdo das
bases do DNA razoavelmente similar; além disso, ha pouca vanagdo de espécie
para espécie. O género Lactobacillus tem membros com grande diversidade na
composi¢do de DNA, nédo constituindo, portanto, um grupo homogéneo (Brock,
Madigan e Martinko, 1994).

Apesar da identificagdo dos lactobacilos ser baseada em caracteristicas

morfofisioldgicas, ¢ comum surgirem problemas técnicos que dificultam a
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intcrpretagdo dos resultados obtidos, como por exemplo, quando o crescimento
bacteriano n#o é suficiente para degradar o substrato que esta sendo testado.
Além disso, algumas caracteristicas sdo instdveis, apresentando variagdes
decorrentes do meio de cultura utilizado. Neste contexto, as técnicas moleculares
tém sido empregadas no estudo de Lactobacillus (Le Jeune ¢ Lonvaud-Funel,
1994; Scheu, Berghof ¢ Stahl, 1998; Moschetti et al. 1998; Tilsala-Timisjarvvvi,
1998; Cisick e Sullivan, 2000; Moschetti et al., 2000).

A Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR) tornou-se um poderoso
instrumento para caracterizar genomas desconhecidos € determinar relagdes
genéticas. A técnica envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias
de um segmento especifico de DNA, na presenga da enzima DNA polimerase. A
reagdo de PCR baseia-se no anelamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples), utilizados
como iniciadores (“primers’), que delimitam a seqiiéncia da fita dupla, alvo da
amplificagao (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Uma derivagdo da técnica de PCR é o RAPD (DNA polimoérfico
amplificado ao acaso), que envolve a amplificagdo simultinea de varios locos
an6nimos no genoma, utilizando “primers” de seqii€ncias arbitrarias. O RAPD ¢
uma técnica rapida, universalmente aplicavel, ndo requer o desenvolvimento
prévio de sondas especificas para o organismo em estudo. Um conjunto unico de
“primers” arbitrarios pode ser utilizado para qualquer organismo. A quantidade
de DNA necessaria para a analise genotipica ¢ minima e, por isso, tem sido
amplamente utilizado na tipagem de bactérias (Abed et al., 1995; Concconcelli
et al, 1995ab; Tilsala-Timisjarvi ¢ Alatossava, 1998; Cusick € O’Sullivan,
2000; Moschetti et al., 2000).

A técnica de RAPD tem sido empregada com sucesso para diferenciar
espécies de lactobacilos, permitindo estudos comparativos das diferengas intra e

interespecificas das diferentes espécies compreendidas pelo género (Johansson,
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et al, 1995; Cocconcelli et al, 1995; Tailliez, Quénée e Chopin, 1996; Hamad et
al. 1997; Giraffa, DeVecchi e Reinheimer, 1997; Andrighetto et al., 1998;
MacCormick et al, 1998; Tilsala-Timisjarvi € Alatossava, 1998; Cusick e
O’Sullivan, 2000; Moschetti et al., 2000).

A mportéincia do género Lactobacillus na esfera industrial, humana e
animal, justifica o desenvolvimento e aplicagdo de técnicas de caracterizagdo de
suas diferentes espécies. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo,
estudar a diversidade fenotipica e genética de espécies de lactobacilos presentes

na fermentagdo natural da fécula de mandioca para obtengéo do polvilho azedo.
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2 Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratorios de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, ¢ de Melhoramento
Genético do Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de
Lavras - Lavras, MG.

2.1 Obtengdo dos isolados

Foram selecionadas, aleatoriamente, 48 isolados de lactobacilos
provenientes de tanques de fermentagdo de polvilho azedo. Os isolados foram
reativados em caldo MRS (Merck) e incubados a 30°C por 24 a 48 horas, sendo
a pureza checada por estrias de esgotamento em agar (MRS e PCA) ¢ colorag@o
dec Gram.

2.2 Caracterizagio fenotipica

Os isolados, apés reativagdo, foram crescidos em agar MRS e PCA
(meios estes iguais ao de sua origem) e incubados a 30°C por 24-48 horas, de
onde foram retiradas coldnias para identificagdo pelo sistema API. As galerias
do sistema API 50 CHL foram incubadas segundo instrugdes do fabricante
(BioMérieux). As colonias foram coletadas das placas com agar e suspensas em
2 mL de solugdo salina 0,9% estéril, formando assim uma suspens@o densa.
Gotas desta suspens@o densa foram transferidas para tubos contendo 5 mL de
solugdo salina estéril, ajustando-se sua concentrag@o visualmente para o niimero
2 da escala de McFarland. O dobro do namero de gotas usadas para ajustar a
concentragéo da solugdo salina foi adicionado ao diluente constante do kit, sendo

o diluente assim inoculado, distribuido nas galerias de APl. Ap6s a inoculagéio
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nas galerias, estas foram seladas com 6leo mineral estéril (Nujol) e incubadas a
30°C até 48 horas. A fermentagdo dos carboidratos foi observada apés 4, 24 € 48

horas de incubagdo, sendo os resultados anotados e analisados.

2.3 Caracterizacio genotipica
2.3.1 Extracio do DNA

A extragdo do DNA seguiu a metodologia descrita por Coutinho (1995).
Os isolados de Lactobacillus foram inoculados em caldo MRS para crescimento
a 30°C por 24 horas. Estas culturas foram coletadas em tubos Eppendorf de 1,5
mL, centrifugados em microcentrifuga por 5 minutos a 13.000g, ¢ o
sobrenadante foi descartado.

As células foram lavadas duas vezes com 1000 pl de tampao Tris-EDTA
pH 8,0 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), e centrifugadas por 5 minutos a
13000g, sendo o sobrenadante descartado.

As células foram suspensas em 100 pl de uma solugéo de proteinase K
(Sigma) na concentragdo de 100 ng/pl em Tris-HCI pH 8,0. A suspenséo foi
incubada em banho-Maria a 55° C por 15 minutos, seguida de outra incubagdo a
80°C por mais 15 minutos para a lise das células e inativagdo da proteinase.

Apbs a lise, a solugiio foi centrifugada por 5 minutos a 13000g ¢ o
sobrenadante mantido a — 20°C para posterior analise.

A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
1% e a concentragdo através de fluorimetria (Fluorimetro Hoefer — DyNA Quant
200)
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2.3.2 Geracéio de perfis RAPD

De acordo com Carvalho (1994), as recagdes RAPDs foram conduzidas
em um volume de 13 pl, contendo 3 pl da amostra, 1,25 ul de tampdo PCR, 0.5
ul de dNTP, 1,09 pl de diluente da enzima Taq € 0,142 pl da enzima Taq
polimerase, sendo o volume completado com agua ultrapura. Foram utilizados
1,25 ul de “primer” (Operon Technologies) escolhidos aleatoriamente. As
amostras foram submetidas a um ciclo inicial de 94° C por 3 minutos, seguidas
de 50 ciclos de desnaturagdo de 45 seg. a 94°C, 1 min. e 30 seg. a 35°C ¢ 2
minutos a 72°C, e um ciclo final de alongamento de 2 minutos a 72°C, em
termociclador (Gene Amp PCR System 9700), para amplificagio do DNA.
Finalizada a amplificagdo, 3 pl de tampéo de corrida foram adicionados em cada
tubo ¢ amostras de 10 pl foram depositadas em gel de agarose 1,0%. A
eletroforese foi realizada a 70V durante aproximadamente 2 horas em tampéo
TBE 10X (Tris-base: 54g; Acido borico: 27,5g; EDTA 0,2M pH 8,0: 50 mL).
Apés a migragdo, seguiu-se a etapa de coloragdo em brometo de etidio ¢
descoloragdo em agua, sendo os géis fotografados em um transituminador
ultravioleta.

2.3.3 Diversidade e distidncia genética - anilise dos dados RAPD

A presenga ou auséncia de bandas RAPD foram marcadas por meio de
interpretagdes visuais dos géis fotografados. Os dados foram transformados em
matriz de 1 (presenga) e 0 (auséncia) de todos os gendtipos e posigdes dos
fragmentos marcados. Para estimar a similaridade entre os isolados, utilizou-se o
programa NTSYS 1,8 (Slice, Kim ¢ Walker, 1994). Esta estimativa da
similaridade genética (Sgij) entre cada par de genotipos foi efetuada pelo

coeficiente “Simple Matching”, dado pela seguinte expressdo:
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mij
Sgij = Uil ,onde:
n
m = a +d (presenga ou auséncia de uma banda no par genétipo ie j)

n = n° total de bandas analisadas emie

A representagdo simplificada das similaridades foi feita pela constru¢do
dc um dendograma pelo método de agrupamento UPGMA (Rohif, 1992).
Os valores de distincia genética foram calculados baseados no

coeficiente de Jaccard (Anderberg, 1973), utilizando-se a formula:
Bii
Dij =1 —(—%) , onde:
Mij

Dij = distancia entre os genotiposie ).
Bij = numero de bandas comunsiej e

Mij=n° total de bandas analisadas emie j.

A representagdo simplificada das distdncias genéticas foi feita por
dendogramas obtidos pelo método hierarquico aglomerativo da média aritmética
entre pares ndo ponderados (Rohlf, 1992); para estes dados foi utilizado o
programa STATISTIC 5,0 (Slice, Kim e Walker, 1994). Estas distincias
gendéticas possibilitaram agrupar os isolados de Lactobacillus spp. com padrdes

de fermentagéo de carboidratos semelhantes.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacio fenotipica

Bascando-se nos perfis de utilizagdo de carboidratos, os isolados
estudados foram subdivididos em grupos denominados A, B € C, de acordo com
a capacidade apresentada em fermentar os carboidratos. A capacidade de
fermentar carboidratos, visando a identificagdo de diferentes espécies associadas
com fermentagdes naturais de alimentos amildceos, assim como em produtos de
laticinios, desde muito tempo, tem sido utilizada por varios autores (Steinkraus,
1983; Torriani et al., 1994; Johansson et al, 1995; Lilliére, Abidi ¢ Lefebvre,
1996; Lortal et al., 1997; Bohak et al., 1998; Nour, 1998; Moschetti et a., 1998;
Hébert, DeGiori e Raya, 2000). A tabela 1 mostra a caracterizagdo €

identificagéio das 48 cepas de lactobacilos estudadas.

TABELA 1 Cepas selecionadas para identificagdo por RAPD

N° Identificaco Tipo fermentativo

1 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo Facultativo
2 Lactobacillus plantarum II Heterofermentativo Facultativo
3 Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans Heterofermentativo Facultativo
4 L. paracasei-paracasei Il Heterofermentativo Facultativo
5 Lactobacillus paracasei-paracasei I Heterofermentativo Facultativo
6 Lactobacillus paracasei-paracasei Il Heterofermentativo Facultativo
7 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans Heterofermentativo Facultativo
8 Lactobacillus acidophilus Il Homofermentativo

9 Lactobacillus paracasei -paracasei I1I Heterofermentativo Facultativo
10 Lactobacillus paracasci- paracasei Il Heterofermentativo Facultativo
11 Lactobacillus paracasci-paracasei Il Heterofermentativo Facultativo
12 Lactobacillus paracasei-paracasei I Heterofermentativo Facultativo
13 Lactobacillus pentosus Heterofermentativo Facultativo
14 Lactobacillus brevis 1 Heterofermentativo obrigatorio
15 Lactobacillus brevis 1 Heterofermentativo obrigatorio
16 Lactobacillus brevis Il Heterofermentativo obrigatério
17 Lactobacillus brevis III Heterofermentativo obrigatdrio
18 Lactobacillus paracasei subsp.tolerans Heterofermentativo Facultativo
19 Lactobacillus brevis I Heterofermentativo obrigatério
20 Lactobacillus brevis Il Heterofermentativo obrigatorio

...continua...
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Tabela 1...cont.

21 Lactobacillus brevis I Heterofcrmentativo obrigatério
22 Lactobacillus acidophilus Il Heterofermentativo obrigatorio
23 Lactobacillus brevis I1 Heterofermentativo obrigatério
24 Lactobacillus sp Heterofermentativo obrigatorio
25 Lactobacillus brevis II Heterofermentativo obrigatorio
26 Lactobacillus brevis II Heterofermentativo obrigatorio
27 Lactobacillus sp Heterofermentativo obrigatério
28 Lactobacillus brevis II Heterofermentativo obrigatério
29 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo facultativo
30 Lactobacillus paracasei-paracasei I Heterofermentativo facultativo
31 Lactobacillus paracasei-paracasei Il Heterofermentativo facultativo
32 Lactobacillus pentosus Heterofermentativo facultativo
33 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo facultativo
34 Lactobacillus curvatus Heterofermentativo facultativo
35 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo facultativo
36 Lactobacillus curvatus Heterofermentativo facultativo
37 Lactobacillus paracasei-paracasei II Heterofermentativo facultativo
38 Lactobacillus curvatus Heterofermentativo facultativo
39 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo facultativo
40 Lactobacillus sp Homofermentativo

41 Lactobacillus plantarum I Heterofermentativo facultativo
42 Lactobacillus acidopphilus III Homofermentativo

43 Lactobacillus acidophilus Il Homofemmentativo

44 Lactobacillus delbruekii subsp. delbruekii Homofermentativo

45 Lactobacillus delbruekii subsp. lactis Homofermentativo

46 Lactobacillus plantarum Heterofermentativo facultativo
47 Lactobacillus mali Homofermentativo

48 Lactobacillus sp Heterofermentativo obrigatorio

O grupo A foi formado pelos lactobacilos homofermentativos, sendo
identificados como pertencentes as espécies L. acidophilus 1l (isolados 43,42,
22 ¢ 8), Lactobacillus sp (isolado 40), L. mali (isolado 47) e L. delbruekii subsp.
lactis (isolado 45). Todas estas espécies utilizaram esculina, e ndo produziram
acidos a partir de arabinose, xilose e ribose, e ndo fermentaram e produziram
acido a partir de gluconato, adonitol, D-fucose, dulcitol, eritritol, glicogénio, L-
xilose, beta-metil-xilosideo, inositol, inulina, xilitol ¢ L-arabitol.

O grupo B foi formado pelos lactobacilos heterofermentativos
facultativos, sendo subdividido em 5 subgrupos de acordo com o perfil de

utilizagdo de carboidratos apresentado; estes perfis foram comparados com a
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descri¢do das espécies de Kandler € Weiss (1986), constantes do Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (1986), e os agucares que diferiram no perfil
sdo apontados a seguir.

Assim sendo, o subgrupo Bl corresponde aos lactobacilos que
fermentaram totalmente e produziram acidos a partir de arabinose, xilose e
ribose € ndo fermentaram gluconato; sendo as espécies L.pentosus (isolado 13),
L. plantarum I (isolados 39 € 46), L. plantarum II (isolado 1 e 2) e Lactobacillus
sp (isolado 48).

O subgrupo B2 foi formado pelos lactobacilos que fermentaram
totalmente arabinose ¢ ribose € ndo fermentaram gluconato; sendo as espécies
representativas L. plantarum (isolado 33) e L. paracasei-paracasei lII (isolado
31).

O subgrupo B3 foi formado pelos lactobacilos que fermentaram
totalmente arabinose, ribose, xilose e gluconato, sendo as espécies
representantes L. curvatus (isolado 34) e L. plantarum I (isolado 44).

O subgrupo B4 foi formado pelos lactobacilos que fermentaram
totalmente arabinose ou ribose ou xilose, e ndo fermentaram gluconato; sendo as
espécies representantes L. paracasei subsp. tolerans (isolados 7, 12, 11 e 30), L.
curvatus (isolado 36), L. paracasei-paracsei I (isolado 324), L. plantarum
(isolados 35 € 41), L. paracasei-paracsei 1I (solado37) e L. pentosus (isolado
32).

O subgrupo B5 foi formado pelos lactobacilos que fermentaram
parcialmente arabinose ou ribose ou xilose ¢ ndo fermentaram gluconato, sendo
as espécies representantes L. paracasei subsp. tolerans (isolados 18, 7 ¢ 3), L.
paracasei-paracasei LI (isolados 6, 9 e 10), L. paracasei-paracasei I (isolado
5), L. plantarum II (isolado 29), L. curvatus (isolado 38) ¢ Lactobacillus sp
(isolado 24 € 27).
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Os testes de utilizagdo de carboidratos, apesar de serem a base dos
agrupamentos dos lactobacilos, ndo refletem diretamente a evolugdo destes
organismos. Yang ¢ Woese (1989) citam que os lactobacilos homofermentativos
¢ heterofermentativos, principalmente os obrigatorios, ndo podem ser agrupados
numa simples chave classificatoria, visto que sdo encontrados em varias
ramificacOes da cadeia evolutiva.

O terceiro grupo de lactobacilos, denominado pela letra C, foi
caracterizado por espécies que fermentaram ¢ produziram écido a partir de
arabinose, ribose, xilose e gluconato, e produziram gas a partir de glicose. As
espécies representantes foram L. brevis I (isolados 14 e 15), L. brevis II (isolados
19, 20, 21, 22, 23, 25, 26 € 28), L. brevis I (isolados 16, 17) e Lactobacillus sp
(cepas 24, 27 ¢ 48).

Gobbetti et al. (1994) descreveram varias linhagens de L. brevis
classificadas e agrupadas como L. fermentum, devido a semelhangas no perfil de
utilizagdo de carboidratos. Segundo Kandler € Weiss (1986) estas espécies sdo
estreitamente relacionadas, sendo dificilmente diferenciadas com base em
caracteres fenotipicos. Os autores citam também varias semelhangas entre outras
espécies heterofermentativas obrigatorias.

Os resultados obtidos nos testes de fermentagdo apresentaram algumas
divergéncias em relagdo aos obtidos por Kandler ¢ Weiss (1986) e Borch ¢
Molin (1988), no que diz respeito a fermentagdo de determinados carboidratos;
podendo o fato ser atribuido a fatores inerentes ao proprio microrganismo.
Alguns autores citam terem encontrado algumas dificuldades na classificagdo do
género Lactobacillus, principalmente no que se refere ao grande numero de
espécies apresentadas (cerca de 50), sendo algumas muito distantes
geneticamente e outras, altamente relacionadas, variando apenas no indice de
fermentag@o de alguns carboidratos (Torriani et al., 1994; Lortal et al., 1997).
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Hammes, Weiss e Holzapfel (1991) relatam que, mesmo usando
caracteres morfofisiolégicos ¢ bioquimicos na identificagdo das diferentes
espécies de lactobacilos, os resultados podem sofrer uma variagdo entre
laboratorios; além do que, algumas espécies exibem uma variabilidade
expressiva entre cepas.

O sistema API utilizado mostrou-se satisfatorio na identificagdo das
diferentes espécies de lactobacilos, com resultados acima de 90% de
probabilidade de acerto. Grant e Petterson (1991) utilizaram 0 mesmo sistema de
identificagio e relatam que os resultados dos perfis de fermentagdo de
carboidratos obtidos sfio coerentes com os encontrados na literatura. De acordo
com os autores, o uso de testes miniaturizados permitiu economia de tempo ¢

- espago, apresentando reprodutibilidade entre os resultados.

3.2 Caracterizacfio genotipica

Foram utilizados 20 “primers” diferentes para a detecglo do
polimorfismo entre as 48 cepas. Destes primers, 14 apresentaram melhores
produtos de amplificagdio. A tabela 2 mostra os “primers” utilizados, suas
seqiiéncias de nucleotideos e nimero de bandas polimérficas em cada um. A
literatura consultada mostrou uma grande variagio em relagéo ao numero de
primers a serem utilizados como iniciadores para gerar fragmentos de DNA.
Variane (1996) utilizou 10 “primers” diferentes em Lactobacillus plantarum;
Teixeira (1997) menciona a utilizagdo de 22 “primers” do grupo V em
Lactobacillus acidophilus; Tilsala-Timisjarvi ¢ Alatossava (1998) citam a
utilizagdo de varios primers para Lactobacillus rhamnosus, porém seus
resultados sdo referentes a apenas dois; Cusick ¢ O’Sullivan (2000) citam o
“primer” OP-P22 como o ideal para caracterizagdo de bactérias acido-laticas;

Moschetti et al. (2000) trabalharam com 28 “primers” diferentes para
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FIGURA 1 Fragmentos de DNA amplificados com o uso do primer OP-N9

Baseando-se nos dados de presenca ou auséncia de fragmentos
amplificados, foi possivel detectar a variagiio das distdncias genéticas entre as 48
cepas estudadas. A figura 2 mostra o dendograma construido agrupando os

isolados de acordo com seu indice de similaridade.
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FIGURA 2 Dendograma baseado nas analises dos perfis RAPD obtidos para as
diferentes linhagens de Lactobacillus sp.

A analise do dendograma construido permitiu a separagdo das cepas em
estudo em 6 grupos, em niveis de similaridade de 100%. O grupo 1 ¢ formado
pela L40, que se mostrou a mais divergente geneticamente. O grupo 2 ¢ formado
pela espécie L14, também geneticamente divergente. O grupo 3 ¢ formado pelas
espécies L39, L42, 143, L44 e L45. O grupo 4 € formado pelas linhagens L3e
L6. O grupo 5 ¢ formado pelas linhagens L13, L19 e L24. O grupo 6,
mostrando-se 0 maior ¢ mais heterogéneo, sendo subdividido em 2 grandes
subgrupos, de acordo com os perfis de similaridade gerados.

O subgrupo 1 é novamente subdividido em dois que, por sua vez,

também se agruparam, formando 3 ramificagdes; assim temos linhagens 147 e
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L48 muito proximas geneticamente formando a ramificagdio com 70% de
similaridade; a ramificagdio 2 abrangendo as linhagens L36, L37, L38 ¢ L41
geneticamente semelhantes, em nivel de aproximadamente 65% a 70%; e a
ramificagdo 3 constituida das linhagens L33, L35 ¢ L34 com semelhangas
genéticas em torno de 55%. A segunda subdivisdo do subgrupo 1 mostra 3
ramificagdes, sendo a primeira formada pelas linhagens L32 e L33, muito
proximas geneticamente (em torno de 52%); a segunda formada pelas linhagens
L20 e L21 com uma semelhanga genética em toro de 30%; ¢ as linhagens L16 ¢
L17 em torno de 55%; a terceira ramificagdo formada pela linhagem L15.

O subgrupo 2 mostra uma nova divisdo, formando 2 ramificagdes; a
primeira ramificagéo € constituida pelas linhagens L12 e L29; a segunda
ramificagio forma outras duas sub-ramificagdes; a pnmeira relaciona as
linhagens L27 com a L28; as linhagens L25 e L26 relacionam-se com L18; tem-
se a linhagem L11 isolada, as L9 e L10 como pertencentes a uma mesma
espécie, as linhagens L8 e L30 muito préximas (em tomo de 40% de
similaridade genética), ¢ as linhagens L5 ¢ L7 também proximas (52%). A
terceira ramificagdo mostra a linhagem L46 isolada, as linhagens L31 e L32
muito proximas (62%), a linhagem L4 com alguma similaridade com as
linhagens L1 e L2, que estdo bem proximas (semelhantes a 50% de distincia
genética).

Através dos perfis obtidos, foi possivel verificar diversidade entre os
isolados € ainda observar a formagdo de grupos distintos que possuiam
caracteristicas de fermentagdo de carboidratos em comum. A formagdo de
grupos distintos foi observada na analise de outros géneros de microrganismos.
Grandes polimorfismos também foram obtidos por Czajka et al. (1993),
trabalhando com linhagens de Listeria monocytogenes, ¢ Variane (1996), com

linhagens de Lactobacillus fermentum.
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De acordo com Farber ¢ Addisin (1994a), quando os DNAs obtidos das
48 linhagens de Lactobacillus isolados da fermentagdo natural da fécula de
mandioca para obtengdio do polvilho azedo foram amplificados, produziram
perfis reprodutiveis que revelaram polimorfismos nos perfis de RAPD.
sugerindo grande diversidade entre os isolados. A deteccdo e andlise de
polimorfismos no DNA de uma determinada espécie tm sido amplamente
utilizadas no campo da epidemiologia, genética de populagbes e taxonomia
(Jayardo e Oliver, 1994).

A analise dos dados obtidos nos testes de fermentagdo de carboidratos,
quando relacionada com a identificagdo fenotipica e genotipica dos isolados,
mostrou muitas semelhangas nos perfis de fermentagdo. Segundo Kandler e
Weiss (1986), as diferentes espécies de Lactobacillus sdo muito relacionadas
entre si, principalmente no que se refere a utilizagdo de carboidratos. Czajka et
al. (1993) também encontraram grande diversidade entre linhagens muito
relacionadas entre espécies diferentes de Lactobacillus; os autores observaram
que essas linhagens apresentaram “fingerprintings” caracteristicos ¢ distintos um
do outro.

A técnica de RAPD tem sido utilizada para discriminar linhagens de
muitos tipos de organismos (Czajka ¢ Batt, 1994); bem como para determinar a
similaridade entre diferentes isolados da mesma espécie bacteriana. A
diversidade observada neste experimento, através dos perfis de RAPD gerados,
pode estar implicada em maiores variagdes genéticas dentro de uma mesma
espécie. A mesma diversidade foi verificada por Farber e Addison (1994a).
Segundo Jayardo e Oliver (1994), a determinag@o da relagdo entre diferentes
isolados bacterianos de uma mesma espécie é extremamente importante, a fim
de se localizar fontes de contaminantes ¢ de se identificar reservatorios-
problemas, tendo assim a oportunidade de monitoramento da ocorréncia de um

subtipo bacteriano em particular.
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Outras técnicas moleculares tém sido empregadas para caracterizar
linhagens de Lactobacillus, tais como Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP), sequenciamento de 16S rRNA, entre outras (Giraffa et
al. 2000). Entretanto, alguns destes métodos ndo sdo compativeis com a rotina
de muitos laboratérios, devido ao alto custo, complexidade e tempo de execugéo.

Segundo Chachaty et al. (1994), a técnica de RAPD ¢ rapida, simples de
ser executada, apresenta bons resultados, podendo ser aplicada para
microrganismos associados a humanos, animais ¢ plantas. Além disso, RAPD
independe de variagGes associadas com condi¢des de cultura ou caracterizagdes
bioquimicas atipicas; o uso de um “primer” universal pode produzir perfis
caracteristicos para muitos géneros e espécies bacterianos, permitindo a

comparagdo entre laboratorios (Jayardo e Oliver, 1994).
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4 Conclusio

Baseando-se nas condigdes em quc sc rcalizou o experimento ¢ nos

resultados obtidos pode-se concluir que:

O Sistema AP! apresentou resultados considerados bons (com mais
de 90% de probabilidade) na identificagdo das diferentes espécies de
Lactobacillus, isolados da fermentagio natural do polvilho azedo.
As espécies de Lactobacillus mostraram grandes semelhangas entre
si, no que diz respeito ao perfil de fermentagio de carboidratos,
existindo uma correlagdo acentuada nas espécies agrupadas como
heterofermentativas facultativas ¢ obrigatorias.

O trabatho detectou relagdo entre os resultados obtidos nos
agrupamentos dos isolados identificados pelo sistema APl ¢ pcla
técnica de RAPD.

Os resultados das analises dos perfis RAPD mostraram a existéncia
de subtipos nas espécies de Lactobacillus estudadas, o que pode ter
accntuado a diversidade detectada nos grupos homofermentativos €

heterofermentativos.
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TABELA 2A Grupos bacterianos isolados e caracterizados nas amostras das
diferentes etapas da produgéo do polvilho azedo

Grupos bactenianos Quantidade Porcentagem (%)
Bacillus 23 2,6
Lactobacillus 435 49.8
Staphylococcus 15 1,7
Micrococcus 15 1,7
Corynebacterium 18 2,1
Streptococcus 193 221
Enterococcus 84 9.6
Lactococcus 8 0,9
Pediococcus 20 23
Leuconostoc 37 43
Gram-negativos 25 29
Total 873 100
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TABELA 11A Distribuigdo dos microrganismos isolados em agar PCA na fecularia 1, nas diferentes etapas de

amostragem.
. . Etapas de amostragem

Microrganismos 1 _[2 [3 [4 [5 [6 [7 8 [o [10 [ [iz [13 [id [15 [16

Gram-negativos 3 4 6 1 1 2 2

Bacillus 3 1 2 3

Streptococcus 8 4 8 2 1 1 3 2 4 3

Leuconostoc 2 4 1 1

Enterococcus 5 2 3 2 1 1 1 1 1 1 1

Corynebacterium 2 1 1 1 1

Lactobacillus S 5 3 2 2 4 2 6 3 1 2 6 1

Staphylococcus 2 3 1 1

Pediococcus 2 1 1

Micrococcus 3 1 3 1 2
| Leveduras 1 1 8 5 1 3

leite de fécula; © tanque de decantagfio,* tanque de fermentagfo com O horas; * tanque de fermentagdo com 1 dia;

* tanque de fermentag@io com 3 dias; ¢ tanque de fermentag@o com 4 dias; ' tanque de fermentagdo com 6 dias;

8 tanque de fermentag@io com 7 dias; ° tanque de fermentago com 10 dias; '* tanque de fermentago com 11 dias;
! tanque de fermentagdo com 15 dias; '? tanque de fermentagdo com 16 dias; ** tanque de fermentag@o com 20 dias;
1 tanque de fermentagéio com 21 dias; '* tanque de fermentagdo com 27 dias; '* tanque de fermentagZo com 28 dias
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TABELA 12A Distribuigio dos microrganismos isolados em &gar MRS na fecularia 1, nas diferentes etapas de

amostragem.
. . Etapas de amostragem
Microrganismos 12 13 14 15 T6 17 [8 [9 [10 [ [1z2 [13 [14 [15 [16
Gram-negativos
Bacillus
Streptococeus 6 9 6 12 4 8 3 3 2 3 1 2
Leuconostoc 3 1 4 1 1 1 2
Enterococcus 5 4 8 4 4 2 2
Corynebacterium
Lactobacillus 20 13 9 13 8 9 8 7 10 8 9 10 14
Staphylococcus 1
Pediococcus 1 1
Micrococcus
Lactococcus 1 1 3 1
Leveduras 3

1 leite de fécula; 2 tanque de decantagdo; 3 tanque de fermentagdo com O horas; 4 tanque de fermentagdo com 1 dia;

5 tanque de fermentagfio com 3 dias; 6 tanque de fermentagéo com 4 dias; 7 tanque de fermentagdo com 6 dias;

8 tanque de fermentagdo com 7 dias; 9 tanque de fermentagdo com 10 dias; 10 tanque de fermentagéo com 11 dias;

11 tanque de fermentagio com 15 dias; 12 tanque de fermentagdo com 16 dias; 13 tanque de fermentag#o com 20 dias;
14 tanque de fermentagdo com 21 dias; 15 tanque de fermentagfio com 27 dias; 16 tanque de fermentago com 28 dias.
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TABELA 13A Distribuigdo dos microrganismos isolados em agar PCA na fecularia 2, nas diferentes etapas de

amostragem

Microrganismos Etapas de amostragem
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

16

1
2 1 1 1

—

Gram-negativos
Bagcillus
Streptococcus
Leuconostoc
Enterococcus 2
Corynebacterium 1 1
Lactobacillus 11 2 3 1 3
Staphylococcus
Pediococcus 1 1

Micrococcus 2 1
Leveduras 3 3 3 10 5 1
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T leite de fécula; * tanque de decantasﬁo? tanque de fermentag#o com O horas; ° tanque de fermentagéio com 1 dia;
5 tanque de fermentagdo com 3 dias; ° tanque de fermentacéio com 4 dias; 7 tanque de fermentagéio com 6 dias;

® tanque de fermentagfio com 7 dias; ° tanque de fermentagdo com 10 dias; '° tanque de fermentagao com 11 dias;

"' tanque de fermentagdio com 15 dias; '* tanque de fermentagfio com 16 dias;, * tanque de fermentag@io com 20 dias;
" tanque de fermentagéio com 21 dias; ** tanque de fermentag#o com 27 dias; '° tanque de fermentag3o com 28 dias.
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TABELA 14A Distribuigdo dos microrganismos isolados em agar MRS na fecularia 2, nas diferentes ctapas de

amostragem
Microrganismos Etapas de amostragem

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Gram-negativos
Bacillus
Streptococcus 5 4 3 7 2 3 1 2 3
Leuconostoc 3 3 2 4 2
Enterococcus 3 7 2 2 4 2 2
Corynebacterium
Lactobacillus 27 6 7 10 8 21 5 17 9 10 10 10 8 13 20
Staphylococcus 3
Pediococcus 5 1 4 1 1
Micrococcus
Lactococcus 2
Leveduras

" leite de fécula; * tanque de decantagdo; ° tanque de fermentag#o com O horas; ¢ tanque de fermentaggo com 1 dia;

3 tanque de fermentagio com 3 diss; ® tanque de fermentag#io com 4 dias; ” tanque de fermentago com 6 dias;

¢ tanque de fermentagdo com 7 dias; ® tanque de fermentaggio com 10 dias; ' tanque de fermentagdo com 11 dias;

" tanque de fermentagfio com 15 dias; '? tanque de fermentag@o com 16 dias; ** tanque de fermentagéio com 20 dias;
1 tanque de fermentag@o com 21 dias; * tanque de fermentagio com 27 dias; '® tanque de fermentagfo com 28 dias





