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RESUMO

As raizes de mandioca podem gerar 0os mais diversos produtos, porém um molho de cor
amarela com sabor e aroma exotico, com inimeras potencialidades de uso na industria de
alimentos, ganhou destaque no mercado nacional e internacional. Entretanto, sua producéo
ainda ocorre de maneira artesanal, visto que as informagdes tecnoldgicas sobre as principais
etapas da producdo, desde a fermentacdo da manipueira até o produto final, ainda séo
insuficientes para que seja produzido um produto padronizado com seguranca e qualidade. Este
caldo, é o tucupi, obtido da fermentacdo da manipueira, residuo liquido proveniente da
producdo de farinha, seguido de coccdo. Diante do exposto, devido a escasssez de dados na
literatura cientifica sobre este produto, foi realizado um levantamento dos tucupis
comercializados em Belém (PA), e os resultados obtidos demonstraram que este produto ainda
continua sendo comercializado fora dos padrées oferecendo risco ao consumidor, mesmo apds
a criacdo de um padréo de identidade e qualidade para o Tucupi. Com relagdo as propriedades
fisico-quimicas, as amostras evidenciaram que o processamento do produto, ainda é variavel,
principalmente nas etapas de fermentacéo e de cocgdo, com variacfes no pH, acidez e teores de
acucar total e redutor. As amostram apresentaram elevados teores de cianeto total (8,87- 114,66
mg HCNU/L) e livre (0,80 - 38,38 mg HCNJ/L) e a presenga de aminas biogénicas (tiramina,
putrescina, histamina e triptamina) as quais podem causar intoxicacbes alimentares. Foi
verificado a influéncia da fermentacdo da manipueira no perfil de carotenoides e aminas
bioativas, durante a producdo de tucupi. Os carotenoides ndo sofreram influéncia deste
processo, e as aminas bioativas identificadas (espermidina, putrescina, tiramina e histamina)
permitiram afirmar que durante o processo fermentativo deve haver um controle mais efetivo
das condicbes higiénico-sanitarias. Com base nesses resultados, foi feita a identificacdo
molecular dos micro-organismos responsaveis pela fermentacdo espontanea da manipueira,
para obter o tucupi. Tal conhecimento, permitird o desenvolvimento de uma cultura starter
adequada para a producdo deste produto com qualidade e seguranca. Foi dado destaque para as
bactérias lacticas, por serem estes micro-organismos predominantes durante a fermentacédo da
mandioca, além de possuirem genes que sintetizam aminas biogénicas. Foram identificadas
apenas duas espécies de bactéria lacticas, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum,
com predominéncia do L. fermentum durante todo o processo, sendo que as aminas bioativas
identificadas (putrescina, histamina, espermidina) ndo interferiram na sobrevivéncia destas
bactérias. A literatura evidencia uma correlacdo entre as bactérias laticas identificadas e a
producdo das aminas biogénicas, porém é fundamental que sejam realizadas outras pesquisas
genéticas para ratificar a capacidade do L. plantarum e L. fermentum de codificarem a enzima
descarboxilase, afim de produzir as aminas biogénicas. Sugere-se que seja realizado a pesquisa
de leveduras atuantes nesse processo de fermentagéo, pois outras vertentes sobre o tucupi ainda
precisam ser analisadas para que se tenha um ajuste efetivo na producéo, a fim de garantir um
alimento seguro.

Palavras-chave: Manihot esculenta Crantz, manipueira, aminas biogénicas, qualidade,

biologia molecular



ABSTRACT

The cassava roots can generate the most diverse products, but a sauce of yellow color
with flavor and exotic aroma, with countless potential use in the food industry, has gained
prominence in the domestic and international market. However, its production follow a popular
way, since the technological information on the main stages of production, from the
fermentation of the Manipueira to the final product, are still insufficient to produce a product
standardized with safety and quality. This broth is the Tucupi, obtained from the fermentation
of the Manipueira, is a liquid residue from the production of flour, followed by cooking. In
view of the lack of data in the scientific literature about this product, a reserach of tucupis
marketed in Belém (PA) was carried out and the results showed that this product is still
marketed outside the pattern of identity and quality for the Tucupi. With respect to
physicochemical properties, the samples showed that the processing of the product is still
variable, especially in the stages of fermentation and cooking, with variations in pH, acidity
and contents of total sugar and reducer. The samples showed high levels of total cyanide (8.87-
114.66 mg HCN/L) and free (0.80-38.38 mg HCNY/L) and the presence of biogenic amines
(tyramine, putrescine, histamine and tryptamine) which may cause food poisoning. The
influence of Manipueira fermentation on the profile of carotenoids and bioactive amines were
verified during the production of Tucupi. The carotenoids were not influenced by this process,
and the bioactive amines identified (Spermidine, putrescine, tyramine and histamine) allowed
to affirm that during the fermentative process there should be more effective control of the
sanitary hygiene conditions. Based on these results, the molecular identification of the
microorganisms responsible for the spontaneous fermentation of Manipueira to obtain the
Tucupi. Such knowledge will enable the development of a starter culture suitable for the
production of this product with quality and safety. It was highlighted for the lactic bacteria,
because these microorganisms predominate during the fermentation of cassava, besides
possessing genes to synthesis of biogenic amines. Were identify only two species of lactic
bacteria, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum, with predominance of L.
fermentum during the whole process was identified, and the bioactive amines identified
(putrescine, histamine, spermidine) did not interfere in the activity of these bacteria. The
literature evidences a correlation between the identified lactic bacteria and the production of
biogenic amines, but it is essential that other genetic researches performed to ratify the capacity
of L. Plantarum and L. Fermentum to encode the decarboxylase enzyme in order to produce
biogenic amines. Suggested that the research of active yeast in this fermentation process be
carried out, because other ways on the tucupi still need to be analyzed in order to have an
effective adjust in the production, to produce a safe food.

Keywords: Manihot esculenta Crantz, manipueira, biogenic amines, quality, molecular
biology.
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INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui uma producdo mundial de
aproximadamente 285 milhdes de toneladas de raizes por ano (FAOSTAT, 2017). No Brasil, a
estimativa para a producdo de mandioca em 2019 sera de 20 milhdes toneladas, com destaque
para a regido Norte, onde a principal utilizacdo é na producgéo de farinha de mandioca (IBGE,
2019). Na regido amazobnica, existe um produto alimenticio, amplamente utilizado como
ingrediente na elaboracao de diversos pratos, devido as suas caracteristicas sensoriais exoticas:

o tucupi.

Durante a fabricacdo da farinha, apos trituragdo e prensagem, obtém-se a manipueira,
que consiste em um liquido de cor amarela, extraido da mandioca brava. Esse liquido é
submetido a um processo de fermentacdo espontanea, seguido de cocgdo, obtendo-se assim o
tucupi. A coloracdo amarela do produto é atribuida aos carotenoides, que desempenham funcdes
e acdes fisioldgicas importantes, sendo a atividade provitamina A, a mais conhecida (LA
FRANO et al., 2014). Essa classe de pigmentos atua positivamente no organismo humano, uma
vez que pesquisas demonstram uma relacdo benéfica entre o consumo de alimentos contendo
carotenoides e a prevencdo de varias doencas cronico-degenerativas, como 0 cancer,
inflamacGes, doencas cardiovasculares, cataratas, degeneracdo macular, entre outras
(LINNEWIEL-HERMONI et al.,, 2015; WOODSIDE et al., 2015; NWACHUKWU;
UDENIGWE; ALUKO, 2016; ROOHBAKHSH; KARIMI; IRANSHAHI, 2017).

Um outro aspecto importante da composicdo da mandioca é a toxicidade das raizes,
devido a presenca do acido cianidrico (HCN). Mandiocas com alto teor de HCN podem resultar
em um tucupi com elevada concentracdo desse composto, caso ndo seja realizado uma
detoxificacdo nas etapas de obtencdo do produto (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007;
CHISTE; COHEN, 2011). O consumo de produtos com elevados teores de cianeto, podem levar
a intoxicagdes e causar doencas como o0 hipertiroidismo, a neuropatia ataxica tropical e o konzo,
e em alguns casos, até a morte (NHASSICO et al., 2008; KASHALA-ABOTNES et al., 2019).

Outros compostos importantes para saide humana sao as aminas bioativas, substancias
que participam de reac0es fisioldgicas e metabolicas importantes que ocorrem nos organismos
vivos e exercem diversas funcdes bioldgicas (GLORIA, 2005; KALAC ; KRAUSOVA, 2005).
Dentre as classificacdes feitas para as aminas bioativas, a que possui relevancia para a saude

humana sdo as poliaminas e aminas biogénicas, as quais serdo abordadas neste estudo. Algumas

14



podem apresentar efeitos adversos a saude; sdo as denominadas aminas biogénicas, que quando
ingeridas em elevadas concentragdes, podem agir no sistema nervoso e vascular, devido as
acdes psicoativas ou vasoativas, respectivamente (GLORIA, 2005; RODRIGUEZ et al., 2014;
GUO et al., 2015).

Em funcdo da composicdo, das propriedades fisico-quimicas e das condi¢des de
manipulacdo, 0 tucupi apresenta-se como um meio propicio para producdo de aminas
biogénicas. De acordo com EFSA (2011), os alimentos fermentados estdo mais associados com
intoxicacOes alimentares, devido a intensa atividade microbiana e consequentemente a
potencial formagdo de aminas biogénicas. Essas aminas podem estar naturalmente presentes
em alimentos, ou serem formadas por micro-organismos inerentes ou adicionados (culturas
iniciadoras), ou ainda serem provenientes de contaminacdo, devido as condicdes higiénico-
sanitarias inadequadas. Assim sendo, as aminas podem ser utilizadas como pardmetro ou
critério de qualidade, refletindo a qualidade das matérias-primas, bem como as condicBes
higiénico-sanitarias nas etapas de fabricagio de um produto (HALASZ et al., 1994; KALAC et
al., 2002; GLORIA, 2005). Pesquisas sobre a identificacio molecular de micro-organismos
responsaveis pela fermentacdo espontanea da mandioca, poderdo permitir o desenvolvimento

de uma cultura starter adequada para a producéo do tucupi, com qualidade e seguranca.

Diversos estudos investigaram 0s micro-organismos envolvidos na producdo de
alimentos fermentados a base de mandioca. Porém, na literatura cientifica, com relacdo ao
tucupi, ainda ndo ha informacdes quanto aos tipos de micro-organismos envolvidos (familia,
género, espécies, subespécies) e por se tratar de uma fermentacdo espontanea, as reacdes
envolvidas sdo mais complexas. Diversas pesquisas apontam as bactérias acido lacticas como
0s micro-organismos dominantes no processo de fermentacdo da mandioca (OYEWOLE, 2001;
MIAMBI; GUYOT; AMPE, 2003; LACERDA et al., 2005; OGUNTOYINBO; DODD, 2010),
logo supde-se que a fermentacdo da manipueira, para obtencdo do tucupi seja realizada por

bactérias lacticas.

No intuito de levantar informacdes sobre o processo de fermentagédo e as alteracdes
decorrentes deste processo na producdo do tucupi, esta tese esta organizada da seguinte

maneira:

Capitulo I — Referencial Teorico, para contextualizacdo de conceitos importantes para

o0 desenvolvimento da tese, assim como reporta os trabalhos j& publicados sobre o tema.
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Capitulo Il — Manuscrito “Aminas biogénicas e cianeto como indicadores de qualidade
em tucupis comerciais”, 0 qual apresenta um levantamento sobre a qualidade do tucupi
comercializado na cidade de Belem, PA, com base no perfil de aminas bioativas, concentragdo

de cianeto total e livre, e nas caracteristicas fisico-quimicas do produto.

Capitulo 111 — Manuscrito “Influéncia da fermentacdo espontanea da manipueira no
perfil de aminas bioativas e carotenoides durante a producdo do tucupi” publicado na revista
Food Research International (https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.02.040). Esse trabalho

apresenta uma investigacao sobre a ocorréncia e o perfil de carotenoides e aminas bioativas nas

etapas de beneficiamento do tucupi, utilizando duas técnicas exploratdrias multivariadas.

Capitulo 1V — Manuscrito “Identificacdo de bactérias lacticas e aminas bioativas na
fermentacdo da manipueira para producdo do tucupi”. Neste trabalho foram isoladas e
identificadas bactérias lacticas, durante a fermentacdo da manipueira para a obtencao do tucupi,

e determinagéo das aminas bioativas presentes e/ou formadas durante o processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

A pesquisa teve por objetivo avaliar a qualidade do tucupi comercial, em funcdo da
presenca de aminas bioativas e da concentracdo do cianeto, bem como o perfil e a concentracéo
de aminas bioativas e de carotenoides nas etapas de beneficiamento do produto.
Adicionalmente, foram identificadas as bactérias lacticas presentes nas etapas de
beneficiamento do tucupi, bem como avaliada a correlagdo das mesmas com a producdo de

aminas bioativas.

2.2 ESPECIFICOS
- Determinar o perfil e os teores de aminas bioativas e a concentracdo de cianeto total e livre
em amostras de tucupis comerciais;

- Avaliar o perfil e o teores de aminas bioativas e de carotenoides durante a fermentagdo da

manipueira, para producao de tucupi;

- Isolar e identificar as bactérias lacticas ha manipueira, antes e durante a fermentacéo, bem como

correlacionar as mesmas com a formac&o de aminas bioativas nas etapas da producédo do tucupi.
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

1 A MANDIOCA

De grande versatilidade, a cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz) é totalmente
aproveitada, desde a parte aérea (folhas e hastes) até as raizes. As folhas sdo usadas na
alimentacdo humana e animal; as hastes séo utilizadas na alimentag&o animal, sob a forma de
silagens e fenos; e as raizes sdo empregadas para a alimentacdo humana, principalmente na

forma de farinhas, bem como para a producéo de fécula (CONAB, 2014).

De acordo com o ultimo levantamento sistematico da producdo agricola (LSPA),
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em janeiro de 2019 a
producdo de mandioca foi de ~20 milhdes de toneladas no Brasil. Houve aumento de 4,2% em
relacdo ao ano de 2018, sendo a regido Norte responsavel por 36,1% da producéo nacional. O
estado do Para é considerado o maior produtor desta raiz, responsavel por uma producéo de ~4
milhGes de toneladas (IBGE, 2019).

As raizes de mandioca contém, em média, 68,2% de umidade, 30% de amido, 2% de
cinzas (potéssio, calcio e magnésio sdo os principais minerais), 1,3% de proteinas e 0,2% de
lipideos (CENI et al., 2009). O elevado teor de amido da mandioca a torna um produto de boa
fonte energética, uma vez que fornece aproximadamente 610 kJ/100 g da raiz (NGUDI; KUO;
LAMBEIN, 2002; CONAB, 2014). A raiz da mandioca contém uma guantidade significativa
de micronutrientes, que podem variar em funcdo do genétipo e de condi¢des ambientais
(BURNS et al., 2012).

O cianeto proveniente dos compostos cianogénicos é um fator limitante para a utilizacao
da mandioca na alimentacdo humana. Em funcdo do teor de cianeto a mandioca pode ser
classificada: como mansa (<50 mg HCN/kg), moderamente venenosa (50 — 100 mg HCN/kQ)
e brava (>100 mg HCN/kg). Desta forma, se torna indispensavel o processamento da raiz de
modo a assegurar a eliminagdo dos compostos cianogénicos (VALLE et al., 2004; CHISTE;
COHEN; OLIVEIRA, 2007).

Na regido Norte, o maior uso da mandioca é na fabricacdo da farinha de mesa e na
producdo do tucupi, que € considerado um ingrediente tradicional da cultura amazonica O
tucupi tem grande potencialidade para a industria de alimentos e é capaz de gerar trabalho e

renda em economias locais e regionais. Estas atividades, em geral, necessitam de investimento
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relativamente baixo e so realizadas com tecnologias de baixo nivel de modernizagéo (CHISTE;
COHEN, 2006; ABREU; MATTIETTO, 2014).

2 PRODUCAO DO TUCUPI

O tucupi pode ser descrito como um molho &cido condimentado, proveniente da
fermentag&o da manipueira. E um liquido amarelo, rico em &cido cianidrico, que necessita, apds
a etapa de fermentacdo, ser submetido a cocgéo, para a eliminacéo das substancias toxicas. O
produto é comercializado, geralmente, em garrafas PET, sendo muito apreciado na elaboracéo
de pratos culinarios tipicos da regido amazénica, como o tacacé, o pato no tucupi e o molho de
pimenta (BALAGOPALAN, 2002; CAGNON; CEREDA; PANTAROTTO, 2002).

N&o existe padrdo de identidade e qualidade para o tucupi, a nivel nacional, mas no
estado do Para, a Agéncia de Defesa Agropecuéria do Para (Adepara) definiu um padrdo para
o produto (ADEPARA, 2008). Nesta legislacio sdo contempladas acdes de inspecdo,
fiscalizacdo e controle dos aspectos higiénicos sanitarios para a producdo do tucupi. O
regulamento define o tucupi como sendo o produto e/ou subproduto obtido da raiz de mandioca
e suas variedades, por processo tecnoldgico adequado, com uso predominante na culinaria
paraense. Deve ser um produto heterogéneo, com duas fases distintas (sélida e liquida), a cor
deve variar do amarelo claro ao amarelo intenso e deve apresentar sabor levemente &cido e
aroma tipico do produto. Ao produto, podem ser adicionados sal, acucar, alho e especiarias
utilizadas na culinaria regional. O uso de corantes, realcadores de sabor, emulsificantes,
espessantes e outras substancias que diminuam a tensdo interfacial entre as duas fases do

produto é proibido.

O processo de producdo do tucupi é artesanal e faz parte do quadro de tradi¢6es passadas
de geracdo em geracdo, em familias da regido amazonica. O reaproveitamento da manipueira
para fabricacdo do tucupi é uma forma simples e barata de agregar valor a esse subproduto,
anteriormente néo aproveitado. A utilizacdo da manipueira para a producdo do tucupi reduz o
impacto ambiental proveniente das casas de farinha existentes na Amazoénia; além de aumentar

a renda dos produtores e melhorar a qualidade de vida dos mesmos.

As principais etapas da obtencdo do tucupi sdo: a lavagem e o descascamento das raizes,
a trituracdo das raizes, a prensagem da massa, a obtencdo da manipueira, a fermentagdo da

manipueira, a coc¢do da manipueira fermentada com a adi¢do de condimentos, e a embalagem.
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Lavagem e descascamento das raizes

As raizes, geralmente provenientes de rogas de comunidades familiares, s&o
transportadas até o local do beneficiamento, onde € realizado o descascamento, 0 mais rapido
possivel apos a colheita, devido a alta perecilibilidade das raizes, que podem entrar em processo
deteriorativo em até 24 horas (BEZERRA, 2002; EMATER, 2004).

Chegando ao local do processamento, as raizes sdo lavadas com &gua corrente e
conduzidas para o descascamento, que pode ser manual (Figura 1a), com auxilio de facas de
aco inoxidavel e seguido de lavagem com agua corrente; ou mecanico, pelo uso de descascador
cilindrico ou em forma de parafuso. Neste caso, 0 descascamento e a lavagem ocorrem
simultaneamente (Figura 1b) (EMATER, 2004).

(a) (b)

Figura 1. Descascamento manual (a) e mecénico (b) das raizes de mandioca.

Fonte: (b) http://www.vovodafloresta.com.br/produtos.html

Trituracdo das raizes

O principal objetivo da trituracdo das raizes da mandioca (Figura 2) é provocar o
rompimento das células, o que facilitara a liberacdo da manipueira na etapa de prensagem. A
moagem pode ser feita em raladores manuais ou mecanizados, que normalmente possuem
cilindro provido de um eixo central, com Iaminas de ago serrilhada, fixadas paralelamente entre
si e no sentido longitudinal do eixo (CEREDA, 2002). Os raladores mais comuns S0 0S
constituidos por um cilindro de madeira, os quais podem ser facilmente visualizados na feira
do Ver-o0-Peso, em Belém (PA). Apo0s esta etapa é obtida a massa triturada, a qual deve ser

imediatamente prensada.
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Figura 2. Trituracdo das raizes de mandioca.

Prensagem da massa

Nesta etapa séo utilizadas prensas manuais do tipo parafuso (Figura 3a) ou prensas
hidraulicas; porém ainda existem produtores que utilizam o tipiti, um tipo de prensador
artesanal confeccionado com palha trancada (Figura 3b,c). A massa da mandioca proveniente
da etapa de trituracdo das raizes libera grande quantidade de residuo liquido, denominado
manipueira (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007). Apds a etapa de prensagem, a manipueira

segue para a producdo do tucupi.

Figura 3. Prensagem da massa de mandioca com liberacdo da manipueira. (a) Prensa manual
de parafuso; (b, c) Tipiti.
Fonte: (a) Chisté e Cohen (2006)

Devido a auséncia de padronizacgdo para o processo de produgdo do tucupi, verifica-se
que as técnicas utilizadas pelos produtores do produto, em feiras livres de cidades amazonicas,
sdo as mais rudimentares possiveis, com emprego de pouca mecanizacdo (ABREU,;
MATTIETTO, 2014).
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Manipueira

A manipueira (Figura 4) consiste em um liquido de cor amarela, extraido da mandioca
brava, apos trituracdo e prensagem, durante a fabricacdo da farinha. Este liquido geralmente é

descartado no meio ambiente e, por apresentar uma elevada carga de materiais organicos

dispersos em solu¢do, provoca a reducdo da concentracao de oxigénio na &gua, causando danos
as formas aerdbias de vida (CAMPOS et al., 2006; AVANCINI, 2007).

Figura 4. Manipueira.

A composicdo quimica da manipueira é variavel e depende de fatores como: a variedade
da mandioca e as condicdes edafo-climaticas do local de cultivo (FIORETTO, 2001). A
manipueira pode ser utilizada como adubo, pois apresenta na composicao: potassio, nitrogénio,
magnésio, fosforo, calcio e enxofre, além de ferro e micronutrientes. Por outro lado, as acdes
nematicidas e inseticida, inerentes a manipueira sdo atribuidos a presenca dos cianetos
(PANTAROTO; CEREDA, 2001). No estado do Para, a manipueira tem um destino mais nobre,

a producao do tucupi.
Fermentacéao

A fermentacdo proporciona uma seguranca alimentar ao alimento, pois promove a
reducdo de compostos tdxicos, como 0s compostos cianogénicos; produz agentes
antimicrobianos, como o &cido lactico; bacteriocinas; perdxido de hidrogénio e etanol, o que
facilita a inibi¢do ou eliminacdo de micro-organismos patogénicos (GIRAFFA, 2004). Para que
0 tucupi seja obtido, a manipueira € submetida a um processo de fermentacéo, onde ocorre a
acao mais prolongada da linamarase, enzima que hidrolisa a linamarina (responsavel pela
liberacdo de HCN), que aos poucos é inibida pela acidificacdo do meio em funcéo da redugéo
do pH (CHISTE; COHEN, 2011).

22



O tempo de fermentacgdo é varidvel (24 - 48 horas), entretanto estudos apontam que o
tempo de fermentacdo da manipueira afeta as caracteristicas fisico-quimicas do tucupi. Uma
fermentacdo com duracdo de 24 horas resulta em um produto final com pH inferior a 4,0 e
aliado a uma coccdo, por 10 minutos, é suficiente para obter um produto com sabor
caracteristico (4cido) e com niveis de cianeto total e livre seguros para o consumo humano
(CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007; CHISTE; COHEN, 2011, CAMPOS; CARVALHO;
MATTIETTO, 2016).

Durante a fermentacdo da manipueira, ocorre o aparecimento de uma suspenséao de cor
amarela, que se forma na superficie do liquido. Isto ocorre devido a mandioca possuir
carotenoides que se ligam as proteinas, formando um complexo, o qual da origem ao precipitado
amarelo (Figura 5), que contem 16% de proteina e 84% de carotenoides. Isto geralmente ocorre
em pH de aproximadamente 4,0 e ¢ atribuido ao equilibrio de cargas nas proteinas (ponto
isoelétrico) (MARINHO; ARCKOLL, 1981).

Figura 5. Manipueira fermentada (24 horas) com o precipitado.

Devido a escassez de estudos sobre a flora microbiana atuante na fermentacdo da
manipueira, muitas questdes sobre este processo ainda precisam ser exploradas. Porém, supde-
se que seja conduzido por bactéricas lacticas e leveduras, pois estas sdo capazes de tolerar 0s
baixos valores de pH atingidos no mosto, durante a fermentagdo da manipueira, o qual chega a
atingir valores de 3,5 ao final do processo. Alguns estudos reportam a presenca destes micro-
organismos durante o processo de fermentacio da mandioca (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA,
2007; OGUNTOYINBO; DODD, 2010; OGUNTOYINBO, 2011).

23



Coccao, adicao de condimentos e embalagem

A coccdo é uma etapa fundamental na obtencdo do tucupi, por ser responsavel pela
eliminacdo do &cido cianidrico (HCN), comumente presente no produto apés a fermentacéo.
Durante esta etapa o acido € volatilizado, de modo que um processo incipiente pode representar
um perigo quimico ao consumidor (CHISTE; COHEN, 2011; CAMPOS; CARVALHO;
MATTIETTO, 2016).

Campos, Carvalho e Mattietto (2016) realizaram um estudo sobre o efeito da
fermentacdo e da coccao sobre o teor de cianeto, durante a producdo do tucupi, e observaram
que a fermentacdo da manipueira por 24 h e a cocg¢do do fermentado por 10 min sdo suficientes
para gerar um produto com teor de cianeto total inferior a 10 mg HCN/L, o que garante um

alimento seguro ao consumidor.

Durante a cocgdo costuma-se acrescentar condimentos que conferem sabor ao tucupi.
Usualmente acrescenta-se alho, pimenta (denominada de cheiro, uma variedade pouco ardente
de Capsicum chinense) e duas ervas: a chicoria (Eryngium foetidum) e a alfavaca (Ocimum
basilicum), um tipo de manjericdo regional (ROBERT; VAN VELTHEM, 2009). Apés a
coccdo, o tucupi esta pronto para ser embalado e utilizado na culinaria regional. O produto é

geralmente comercializado em garrafas do tipo PET, em feiras livres (Figura 6).

Figura 6. Embalagem do tucupi.
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3 CAROTENOIDES NA MANDIOCA

Os carotenoides sdo uma classe de pigmentos naturais amplamente distribuidos em
frutas e vegetais, e sdo responsaveis pela cor amarelo-avermelhada de muitos alimentos. Por
serem compostos que possuem propriedades colorantes, podem ser adicionados aos alimentos,
contribuindo para o aspecto visual dos mesmos. A estes compostos sdo também relacionadas
fungBes importantes e acdes fisioldgicas, sendo a atividade provitamina A, a mais conhecida
(LA FRANO et al., 2014; ARAGON et al., 2018).

Apesar da mandioca ser considerada primariamente uma fonte energética, as variedades
que apresentam cor contém carotenoides, que atuam beneficamente no organismo humano,
contribuindo para a reducéo do risco de doencas degenerativas, cardiacas, catarata, degeneracao
macular, entre outras, além de apresentar compostos que possuem atividade pré-vitaminica
(WOODSIDE et al., 2015; NWACHUKWU; UDENIGWE; ALUKO, 2016; ROOHBAKHSH,;
KARIMI; IRANSHAHI, 2017).

Os carotenoides mais investigados em termos de salude humana sdo o B-caroteno, 0 a-
caroteno, a B-criptoxantina, o licopeno, a luteina e a zeaxantina. O B-caroteno é a mais
abundante provitamina A em alimentos (RAO; RAO, 2007; MAIANI et al., 2009). Os
principais carotenoides encontrados nas raizes da mandioca sdo o all-trans-B-caroteno e seus
isdbmeros 13-cis e 9-cis (KIMURA et al., 2007; FAILLA et al., 2012). Para Rodriguez-Amaya
et al. (2008) a principal causa de perdas ou destrui¢do de carotenoides durante o processamento

ou a estocagem de alimentos é a oxidacdo, por via enzimatica ou néao.

Chavez et al. (2005) observaram teores de carotenoides entre 0,10 e 1,04 mg/100 g de
tecido fresco, em raizes de mandioca de mais de dois mil gen6tipos avaliados. Outras pesquisas
reportam um aumento no teor de carotenoides nas raizes de mandioca ao longo dos anos
(SANCHEZ et al., 2010; CEBALLOS et al., 2012). A composicéo de carotenoides nos vegetais
¢ afetada por fatores como: cultivar ou variedade, parte da planta consumida, estadio de
maturacdo, clima ou local geografico de producéo, colheita e manuseio pds-colheita; além de
condigdes de processamento e armazenamento (BOVELL-BENJAMIN, 2007).
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4 COMPOSTOS CIANOGENICOS

A mandioca estd entre duas mil espécies de plantas que apresentam glicosideos
cianogénicos (MOLLER, 2010). A presenca desses compostos limita o consumo da mandioca
(CARDOSO et al., 2005; SANCHEZ et al., 2009). Em funcéo do teor de &cido cianidrico
(HCN), a mandioca pode ser classificada quanto a toxicidade, em: mandioca mansa, quando
apresentam menos de 50 mg HCN/kg de raiz fresca sem casca; mandioca moderadamente
venenosa, quando apresentam de 50 a 100 mg HCN/kg de raiz fresca sem casca; e mandioca
venenosa ou brava, quando o teor € superior a 100 mg HCN/kg de raiz fresca sem casca
(VALLE et al., 2004; CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007).

A linamarina e a lotaustralina sdo os principais glicosideos cianogénicos presentes nas
raizes de mandioca, na proporcéo de 93:7. Estes glicosideos sdo susceptiveis a hidrélise, por
acao de enzimas, em funcdo do pH e da temperatura, a qual libera acetona, glicose e acido
cianidrico (HCN). Com a ruptura da estrutura celular das raizes, a linamarina é hidrolisada por
uma B-glicosidase (a linamarase), que atua como um catalisador, para produzir glicose e acetona
cianidrina, em uma primeira reacdo. Em uma segunda reacéo, a acetona cianidrina decompde-
se pela acdo da hidroxinitrilase, em pH superior a 4, produzindo o &cido cianidrico e a acetona.
O écido cianidrico formado, pode ser volatilizado para o ambiente, em temperatura e pH
especificos. Esse processo é chamado de cianogénesis (Figura 7) (CAGNON; CEREDA,;
PANTAROTTO, 2002; BRADBURY; CLIFF; DENTON, 2011).

CN
CH,

OH )
Hy cH, Linamarase HOH OH CN
H + H20 n =+ HO CH,
OH OH CH,
Linamarina Glicose Acetona cianidrina

>pH4 e 30°C

o]
HCN + JL

Acido cianidrico
Acetona

Figura 7. Cianogénesis — Processo de liberagéo do cianeto da mandioca.
Fonte: MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO (2009).
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As principais técnicas de processamento industrial utilizadas na diminuic&o do principio
toxico da mandioca se baseiam na dissolucdo em &gua ou na volatilizag&o e envolvem processos
COmMO a maceracao, a cocgdo, a secagem, a torracdo e a fermentacao das raizes; ou a combinacgéo
destes processos. Aparentemente, a maioria destes métodos sdo eficazes na reducédo do teor de
HCN, porém é comum encontrar teores residuais deste composto, capazes de produzir sintomas
de intoxicagdo (BRADBURY, 2006; NAMBISAN, 2011; BRADBURY; DENTON, 2014,
MODESTO JUNIOR; CHISTE; PENA, 2019).

O processo de fabricacdo do tucupi varia de produtor para produtor, bem como em
funcédo da variedade de mandioca utilizada no processo de extracdo da manipueira. Mandiocas
com alto teor de HCN podem resultar em um tucupi com elevado concentragao deste composto,
caso a detoxificacdo ndo seja eficaz nas etapas de obtencdo do produto (CHISTE; COHEN;
OLIVEIRA, 2007; CHISTE; COHEN, 2011).

Para que a detoxificacdo do tucupi seja eficaz é necessario que a manipueira, apos o
processo de fermentacdo, seja submetida a coc¢do, pois nesta etapa a enzima linamarase sera
inativada, limitando o processo de hidrélise da linamarina, o qual é responsavel pela liberacdo
do principio téxico na mandioca. Contudo, € importante ressaltar que durante a fermentacdo da
manipueira ocorre a perda da atividade da linamarase, devido a acidificacdo do meio, com a
reducdo do pH (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007).

O comportamento mencionado foi relatado por Campos, Carvallho e Mattietto (2016),
0S quais observaram gue 0s teores de cianeto total e livre reduziram com o aumento do tempo
de fermentacdo da manipueira. Porém, os autores constataram que a etapa de cocc¢éo € crucial

para que os teores de cianeto atinjam niveis seguros para o consumidor.

Os principais problemas de saude associados a dietas ricas em compostos cianogénicos
incluem: o hipertireoidismo, resultante do metabolismo do tiocianato no metabolismo do iodo;
a neuropatia ataxica tropical, uma desordem neuroldgica; e o konzo, uma paralisia instantanea
e permanente (OKAFOR; OKOROWKWO; MADUAGWU, 2002; ADAMOLEKUN, 2010;
BANEA et al., 2013).

O controle do HCN é importante para evitar efeitos adversos a salde, pois 0 consumo
de produtos que ndo foram processados adequadamente, e apresentam elevados teores de
cianeto, podem levar a intoxicacOes e até ao envenenamento, ocasionando sintomas como: dor
de cabeca, nausea, tontura, diarreia, vomito e ate a morte, em alguns casos (NHASSICO et al.,
2008).
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5 AMINAS BIOATIVAS
5.1 ASPECTOS GERAIS

Aminas bioativas podem ser definidas como compostos organicos nitrogenados, nos
quais um, dois ou trés atomos de hidrogénio da amonia sdo substituidos por grupos alquila ou
arila. A estrutura quimica das aminas bioativas pode ser alifatica, aliciclica ou heterociclica,
com baixo peso molecular. A sintese dessas aminas € realizada pela descarboxilagdo dos

aminoacidos ou por aminac&o e transaminacéo de aldeidos e cetonas (GLORIA, 2005).

Os aminoéacidos, em geral, definem a denominacdo das aminas bioativas, ou seja, 0s
aminoécidos como a histidina, a tirosina e o triptofano ddo origem as aminas histamina,
tiramina, triptamina, respectivamente. Porém, nomes de amimas, como a cadaverina e a
putrescina, estdo associados aos processos de decomposi¢do ou putrefacdo, enquanto a
espermina e a espermidina recebem estas denominacdes por terem sido isoladas pela primeira
vez no fluido seminal (GLORIA, 2005; GLORIA; VIEIRA, 2007).

As aminas bioativas podem ser classificadas de acordo com o nimero de grupamentos

amino, com a estrutura quimica e com as funcdes fisioldgicas e biossintéticas, como:

e Quanto ao numero de grupamentos amino na molécula, as aminas classificam-se em
monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina,

putrescina e cadaverina) e poliaminas (espermidina, espermina e agmatina) (GLORIA, 2005).

e Quanto a estrutura quimica, as aminas podem ser alifaticas (putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) e heterociclicas
(histamina, triptamina e serotonina) (SILLA-SANTQOS, 1996).

e Quanto a funcéo do grupo quimico, as aminas podem ser catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), indolaminas (serotonina) e imidazolaminas (histamina)
(BARDOCZ, 1995).

e Quanto as fungbes fisiologicas que exercem, as aminas sdo classificadas em
poliaminas e aminas biogénicas. As poliaminas estdo envolvidas em diversas fungdes
metabolicas e fisiologicas em animais, vegetais e micro-organismos. Sao representantes desta
categoria, a espermidina (EPD), a espermina (EPM) e a agmatina (AGM) (HOET; NEMERY,
2000; MOINARD; CYNOBER; BANDT, 2005; HUSSAIN et al., 2017). As aminas biogénicas,

por sua vez, sao vasoativas e neuroativas, devido aos efeitos nos sistemas vascular e neural. S&o
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representantes desta categoria, a tiramina (TIM), a histamina (HIM) e a serotonina (SRT)
(BARDOCZ, 1995).

e Quanto a via biossintética sdo denominadas de aminas naturais e aminas biogénicas.
As aminas naturais sdo formadas durante a biossintese in situ, ou seja, a partir de uma molécula
simples, na proporcdo em que sdo requeridas (espermina e espermidina), ou podem estar
armazenadas em células de defesa como os mastdcitos e os baséfilos (histamina). As aminas
biogénicas (histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e
agmatina) sdo formadas por micro-organismos que possuem enzimas com capacidade de
descarboxilar aminoacidos (BOVER-CID et al., 2006).

5.2 BIOSSINTESE
5.2.1 Aminas biogénicas

As aminas biogénicas (AB) possuem essa denominacédo devido a origem biol6gica, uma
vez que elas ocorrem naturalmente em micro-organismos, plantas e animais, onde atuam nos
processos metabolicos com diferentes fungées fisiologicas (LADERO et al., 2010). Elas sao
formadas por aminacdo de aldeidos e transaminagdo de aldeidos ou cetonas, hidrolise de
compostos nitrogenados, decomposic¢do térmica e principalmente pela descarboxilacdo de
aminoéacidos, como resultado do metabolismo normal em animais, vegetais e micro-organismos
(GLORIA, 2005). As reacbes gerais para a descarboxilacio de aminoacidos e aminacdo de

aldeidos, para a sintese de aminas, é apresentada na Figura 8.

?OOH
R-CH-NH, ———» R—CH,—NH, + CO;, ™)

?OOH {|300H
R-CHO+R -CH-NH, ——% R-CH,—-NH,+R'-C=0  (2)

Figura 8. Formacéo de aminas pela descarboxilacdo de aminoécidos (1) e pela aminacéo de
aldeidos (2).
Fonte: Gloria (2005)

As sinteses das aminas biogénicas histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina e
cadaverina ocorrem pela descarboxilagdo dos aminoacidos precursores: histidina, tirosina,
triptofano, fenilalanina e lisina, respectivamente (GLORIA, 2005). Na sintese da serotonina, 0

triptofano € convertido pela triptofano-hidrolase em 5-hidroxitriptofano, o qual €
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descarboxilado pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), em serotonina (5-
hidroxitriptamina). A tirosina é precursora de aminas fendlicas como a octopamina e a
dopamina (GLORIA; VIEIRA, 2007).

Os pre-requisitos para formacdo de aminas nos alimentos sdo: a disponibilidade de
amino&cidos livres, que pode ocorrer naturalmente em alimentos ou serem liberados de
proteinas, devido a atividade proteolitica ou por degradacdo térmica; as elevadas temperaturas
de processamento; ou a presenca de micro-organismos descarboxilases-positivos, que podem
constituir parte da populacdo microbiana normal ou serem provenientes da contaminacao, antes,
durante ou ap6s o processamento (HALASZ, 1994; GLORIA, 2005; GLORIA; VIEIRA, 2007).

As aminas biogénicas podem ser utilizadas como pardmetro ou critério de qualidade de
alimentos, pois podem refletir a ma qualidade das matérias primas utilizadas, bem como as
condicdes  higiénico-sanitarias durante o processamento (KALAC; SVECOVA;
PELIKANOVA, 2002; GLORIA, 2005).

A producdo de aminas biogénicas esta ligada a estratégia de sobrevivéncia do micro-
organismo em ambientes &cidos, ou como um suplemento alternativo de energia metabolica,
qguando as células estdo expostas a condi¢bes desfavoraveis de substrato (COTTER; HILL,
2003). Fatores como a temperatura, 0 pH do meio, a concentracdo de oxigénio, a presenca de
vitaminas e de coenzimas, a concentracdo de aminoacidos livres e de carboidratos

fermentesciveis podem afetar a producio de aminas pelos micro-organismos (GLORIA, 2005).
5.2.2 Poliaminas

A categoria de poliaminas biologicamente ativas ou fisiol6gicas € constituida por
putrescina, sendo a putrescina um precursor obrigatério da espermidina e espermina. As
poliaminas eram tradicionalmente classificadas como aminas biogénicas, no entanto, desde os
anos 90, elas se tornaram um grupo peculiar, por apresentarem uma formacéo diferente e

desenvolver papéis especificos em células eucaridticas (KALAC, 2014).

Sé&o diversas as vias biossintéticas de produgdo de poliaminas, sendo 0os aminoacidos
ornitina e arginina os precursores. A putrescina tem sido relatada por alguns autores como sendo
uma poliamina, porém ndo atua no crescimento e nem possui atividade antioxidante. Na
realidade, a putrescina, estruturalmente é uma diamina e pode ser classificada em ambos 0s

grupos, pois € formada pela descarboxilacdo do aminoacido ornitina, mas também é
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intermediario obrigatério na biossintese da espermidina e da espermina (KALAC;
KRAUSOVA, 2005; KALAC, 2014).

Em animais e fungos, a principal via de sintese da putrescina (PUT) é pela enzima
ornitina descarboxilase (ODC), que promove a descarboxilagdo da ornitina e,
consequentemente, a formacgdo da putrescina. J& em plantas e micro-organismos, a arginina-
descarboxilase (ADC) € a principal enzima responsavel por promover a descarboxilacdo da
arginina e a consequente formacéao da agmatina, a qual € convertida em N-carbamoilputrescina
e, posteriormente, em PUT, pela enzima agmatina urea-hidrolase (agmatinase) (BARDOCZ,
1995; HILLARY; PEGG, 2003).

Para que ocorra a conversao da putrescina em espermidina, e desta em espermina, uma
série de reacdes envolvendo transferases, descarboxilases e sintetases ocorrem paralelamente.
A metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM), a qual, por acdo da S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC) forma a S-adenosilmetionina descarboxilada. A
SAM atua como doadora de aminopropila para a formacdo de espermidina, catalisada pela
espermidina sintase. De modo semelhante ocorre a formacdo da espermina, pela acdo da
espermina sintase, a partir da espermidina e do SAM, como doador de grupo aminopropila
(GLORIA, 2005). Na Figura 9, de forma resumida, estdo as vias biosintéticas para aminas
bioativas.

g: PROTEINAS ﬂ

Glutamina Arginina

il / u Arginina descarboxilase (ADC)
Ornitina Agmatina

Ornitina descarboxilase (ODC) u

Putrescina &—— | N-carbamoilputrescina
I
ESpermldlna I amﬁrggr%%na <:| SAM descarboxilada

U «—
SAM descarboxilase

Espermina S-adenosil
SAM sintetase metionina [SAM)

Figura 9. Biossintese de aminas bioativas em vegetais.

Fonte: Chitarra e Chitarra (2005).
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5.3 IMPORTANCIA FISIOLOGICA

As aminas biogénicas geralmente sdo psicoativas, neuroativas ou vasoativas
(vasodilatadoras e vasoconstritoras). Aminas psicoativas, como a histamina e a serotonina,
afetam o sistema nervoso central. A histamina possui uma funcéo biolodgica importante, pois
atua como um mediador primario dos sintomas imediatos percebidos em respostas alérgicas
(SILLA-SANTOS, 1996). As aminas vasoativas agem diretamente ou indiretamente no sistema
vascular, sendo que as aminas vasoconstritoras, como a tiramina, a triptamina e a feniletilamina
causam um aumento na pressao sanguinea devido a constricao do sistema cardiovascular, o que
provoca o aumento do ritmo cardiaco (GLORIA, 2005). Além do papel biolégico, como fonte
de nitrogénio e por serem precursoras na sintese de hormonios, alcaldides, &cidos nucléicos e
proteinas, as aminas bioativas sdo importantes componentes do aroma de alimentos (SILLA-
SANTOS, 1996; ONAL; EKKELI; ONAL, 2013).

A putrescina, a cadaverina, a espermidina e a espermina, nao exercem efeitos toxicos
diretos, mas podem competir com enzimas desintoxificantes (HALASZ et al., 1994) e ainda
reagir com o nitrito presente em alimentos, produzindo nitrosaminas volateis. Como esses
compostos sdo potencialmente cancerigenos é importante prevenir o acimulo destas aminas em
alimentos (DE MEY et al., 2014).

As poliaminas sdo essenciais ao crescimento e ao metabolismo celular, sendo
rapidamente requeridas em tecidos de crescimento. Estas aminas interagem eletrostaticamente
com varias macromoléculas, especialmente 0 DNA, o RNA e as proteinas, e estdo envolvidas
no estimulo e regulacdo das sinteses destas moléculas, e na proliferacdo e crescimento celular.
A interacdo das poliaminas com componentes da membrana celular carregados negativamente,
como os fosfolipidios, sdo importantes na permeabilidade e estabilidade da membrana.
Pesquisas apontam as poliaminas como promotoras de crescimento, caso as concentracfes
estejam em niveis considerados ndo toxicos (JEEVANANDAM et al., 1997; LOSER, 2000,
KALAC, 2014).

Segundo SILLA-SANTOS (1996), as poliaminas espermina e espermidina inibem a
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados. Este efeito antioxidante estd relacionado ao
grupamento NHs" presente na estrutura quimica das poliaminas. A propriedade antioxidante de
algumas poliaminas também tem sido comprovada (BELLE et al., 2004; KALAC, 2014).
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5.4 ASPECTOS TOXICOLOGICOS

As aminas s@o metabolizadas no organismo por enzimas aminoxidases, como as
monoaminoxidases (MAQO), as diaminoxidases (DAO) e as poliaminoxidases (PAO) e,
geralmente ndo representam qualquer perigo para a saude. Entretanto, quando ingeridas em
elevadas concentragdes ou quando o sistema de catabolismo das aminas € inibido, elas podem
causar efeitos toxicos, como: dores de cabeca, disfuncBes respiratorias, palpitacdo, hiper ou
hipotensdo e uma série de desordens alérgicas (HALASZ et al., 1994; LOUNVAUD-FUNEL,
quando ocorrem efeitos sinérgicos ou potencializadores ou se houver deficiéncia genética
(HALASZ et al., 1994).

A putrescina e a cadaverina podem potencializar a toxicidade da histamina, por inibir as
enzimas monoamina oxidase (MAQ) e histaminametil-transferase (HMT), aumentando assim
0 transporte da histamina através da parede gastrointestinal (EFSA, 2011). Em geral, as
poliaminas ndo sdo toxicas, entretanto elas podem acelerar o crescimento de tumores, caso

estejam em elevadas concentracGes no alimento (LADERO et al., 2010).

Apesar de possuir um papel importante no metabolismo humano, o consumo de
alimentos com alta concentracdo de histamina esta associado a diversos efeitos toxicoldgicos,
0 que a torna a principal amina envolvida em intoxicacdes alimentares. O efeito toxico da
histamina também pode ser potencializado pela presenca de etanol (RADLER; FATH, 1991).
A segunda amina vinculada a efeitos toxicos é a tiramina, que em concentracdes elevadas pode
causar dor de cabeca, enxaqueca, hemorragia intracraniana, febre, vomito, transpiracdo e
aumento da pressdo sanguinea (GLORIA, 2005). De acordo com Costa e Gléria (2003) os

sintomas sdo evidentes, 1 a 12 horas ap0s a ingestao de alimentos com a tiramina.

A triptamina possui a¢do farmacoldgica similar a tiramina. Em altas concentrac@es pode
exercer efeitos diretos na musculatura lisa; devido ao efeito de vasoconstrigéo, pode causar dor
de cabeca, enxaqueca e aumentar a pressdo sanguinea (GLORIA, 2005). Os sinais clinicos
aparecem entre 30 minutos e algumas horas ap0s 0 consumo da amina, e desaparecem em até
24 horas, apoés a ingestdo (EFSA, 2011).

O elevado teor de serotonina nos alimentos pode causar 0 aparecimento de transtornos
intestinais, fibrose do miocardio e enxaqueca (GLORIA, 2005). A espermina, de forma isolada,
apresenta toxicidade renal, promove desequilibrios no processo de coagulacéo, degeneracao do
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miocérdio, além de altera¢cdes na pulsacdo e na respiragdo, se ingerida em doses superiores a
180 mg/kg (FUZIKAWA et al., 1999).

A feniletilamina, assim como a tiramina, causam um aumento na pressao sanguinea,
pela liberacdo de noradrenalina no tecido, podendo causar enxaqueca (GLORIA, 2005). De
acordo com Costa e Gloria (2003), dores de cabeca induzidas por alimentos, sdo mediadas por
componentes quimicos comuns aos alimentos, incluindo a tiramina, a triptamina e a
feniletilamina. As dores de cabeca podem ocorrer ap6s 12 h da ingestdo de 3 mg de
feniletilamina por individuos suscetiveis. Na Tabela 1, é apresentado um resumo dos efeitos

adversos das aminas ao homem.

E importante entender os efeitos das aminas biogénicas e saber os niveis delas que
podem existir na quantidade ingerida do alimento, de forma segura para a satde do consumidor.
A European Food Safety Authority (EFSA) definiu a concentracdo de aminas toleravel nos
alimentos, sem causar efeitos adversos. Essa defini¢do foi baseada na avaliacdo da exposicao e
do consumo de alimentos, porém foi observado que o consumo pode variar entre individuos,
regides e paises (EFSA, 2011).

De acordo com a EFSA (2011), os niveis de histamina necessarios para causar efeitos
adversos a salde sdo de 50 mg de histamina para individuos saudaveis, limite esse que pode ser
reduzido em casos de intolerdncia a histamina. Para tiramina os limites sdo de 600 mg para
individuos saudaveis que ndo tomam medicamentos inibidores da monoamino oxidase (MAOI),
50 mg para individuos que tomam medicamentos da terceira geracdo MAOI e 6 mg para

individuos que tomam medicamentos MAOI classicos.
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Tabela 1. Efeitos farmacologicos de algumas aminas.

Aminas Biogénicas

Aminoécidos precursores

Efeitos

N
VN
Ho HN

Histamina

O/\/NH2
HO

Tiramina

@/\/NHE

Feniletilamina

NH,
N\

N
H

Triptamina
H,N
Putrescina

H2N\/\/\/NH2

Cadaverina

Histidina

0]
WOH
HO NHe

Tirosina

O
OH
NH,

Fenilalanina

0
\—OH
NH,
\
N
H

Triptofano

O
H2N’\/YLOH
NH,

Ornitina

O
NH,

Lisina

Vasodilatacdo, liberacdo de adrenalina e
noradrenalina, excitacdo da musculatura lisa
do Utero, intestino e do trato respiratério,
estimulacdo dos neurbnios sensoriais e
motores, controle da secrecdo acido-gastrica,
mediacdo primaria da resposta alérgica
imediata.

Vasoconstricdo, aumento do pulso cardiaco, da
pressdo sanguinea, da taxa respiratoria e do
nivel de glicose no sangue. Liberacdo da
noradrenalina no sistema nervoso simpatico,
lacrimacéo, salivagéo excessiva e derrames.

Liberacdo da noradrenalina no sistema nervoso
simpatico, aumento da pressdo arterial,
vasoconstricao e derrames.

Vasoconstricdo e aumento da pressao arterial.

Diminuicéo da presséo arterial e da frequéncia
cardiaca, paralisia nas  extremidades,
potencializagdo da toxidez das outras aminas.

Fonte: Cardozo et al. (2013).
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5.5 AMINAS BIOATIVAS EM ALIMENTOS

Aminas bioativas estdo presentes em frutas, hortaligas, carne, produtos cérneos, leite,
produtos lacteos, peixes e bebidas fermentadas. Na maioria dos alimentos que contém proteinas
ou aminoacidos livres pode ser esperada a formacao de aminas biogénicas. A quantidade e o
tipo de amina formada dependem da natureza e origem do alimento, bem como dos micro-
organismos presentes no produto (LANGE; WITTMANN, 2002; INNOCENTE et al., 2007).

As aminas biogénicas podem estar presentes em uma gama de alimentos, tais como:
chocolate, queijo curado, vinho tinto, cerveja, peixes e produtos a base de peixe (VIDAL-
CAROU et al., 2009; KALAC; DADAKOVA; PELIKANOVA, 2009). As possiveis mudancas
que ocorrem nas aminas sdo provenientes do processo de producgdo, processamento,

fermentacéo, e condicdes de higiene e armazenamento (GLORIA, 2005).

Segundo EFSA (2011), os alimentos fermentados sdo 0s que apresentam maior relacao
com intoxicacgdes alimentares, devido a intensa atividade microbiana e consequente potencial
de formacdo de aminas biogénicas. As aminas podem estar naturalmente nos alimentos, ou
serem formadas por micro-organismos de origem ou adicionados (culturas iniciadoras), ou
ainda serem provenientes de contaminacdo, devido condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas.
Assim sendo, as aminas podem ser utilizadas como pardmetro ou critério de qualidade,
refletindo a qualidade das matérias-primas, bem como as condi¢fes higiénico-sanitarias nas
etapas de fabricacdo de um produto (HALASZ et al, 1994; KALAC; SVECOVA;
PELIKANOVA, 2002; GLORIA, 2005). Uma vantagem do uso de aminas como critério de
qualidade de alimentos reside no fato de serem termo-resistentes, o que possibilita a
permanéncia no produto, mesmo ap6s tratamento térmico (LEHANE; OLLEY, 2000;
ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014).

Todos os alimentos que se originam de plantas ou animais contém espermina,
espermidina e putrescina. Além destas, outras aminas também podem ocorrer naturalmente.
Durante a fermentacdo ou deterioragéo, o teor de espermina pode diminuir, pois esta amina
pode ser usada como fonte de nitrogénio para alguns micro-organismos (GLORIA, 2005).
Eliassen et al. (2002), Kala¢ e Krausova (2005), Ali et al. (2011) e Kala¢ (2014) publicaram
artigos de revisdo sobre a ocorréncia de poliaminas em alimentos. Kala¢ (2014) tabulou os
teores das poliaminas espermina e espermidina, e da diamina putrescina, em produtos

alimenticios, separados por categorias, como: cereais, legumes, batatas, vegetais frescos, frutas
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frescas, bebidas e produtos de origem animal. A ocorréncia de espermidina em tecidos vegetais
tem sido descrita na literatura (ALI et al., 2011; KALAC, 2014).

Na Tabela 2, é apresentada uma sintese de alguns alimentos sujeitos a contaminagédo por

aminas biogénicas, com as respectivas bactérias que estéo relacionadas com a producao dessas

aminas; de acordo com Shalaby (1996).

Tabela 2. Principais alimentos sujeitos a presenca de aminas biogénicas e 0s micro-organismos

produtores.
Alimento Bactérias isoladas Aminas encontradas
Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, o ) )
i ] L Tiramina, histamina,
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus ) )
) ) o ) putrescina, cadaverina,
Peixes vulgaris, Clostridium perfringenes, o )
] ) ] espermidina, espermina,
Enterobactera erogenes, Vibro alginolytiens, )
) agmatina
Bacillus spp., Staphylococcus xylosus
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus 30a, L.
N bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L.
Queijos

Carnes e derivados

Vegetais fermentados

Produtos fermentados

de Soja

acidophilus, Streptococcus faecium, S. mitis,

Bacillus macerans, propionibacterium

Pediococcus, Enterobacteriacea,
Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus,

Micrococcus

Lactobacillus plantarum, Pediococci sp.,

Leuconostocmes enteroides

Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli,
Lactobacillus plantarum

Tiramina, feniletilamina,
histamina, triptamina,

putrescina, cadaverina

Tiramina, histamina,
triptamina, putrescina,

cadaverina

Fonte: Cardozo et al. (2013)
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6 MICROBIOTA DA FERMENTACAO DA MANDIOCA

Diversos micro-organismos estdo associados aos produtos da fermentagdo da mandioca.
Alteracbes nas caracteristicas bioquimicas ocorrem durante este processo, tais como a
diminuicdo da toxidez, reducdo do pH do meio e consequentemente um aumento da acidez. O
aumento da acidez é atribuido a producgéo de acidos organicos, entre os quais 0 &cido latico é o
mais comumente encontrado (FESSARD; REMIZE, 2017).

Diversos estudos investigaram 0s micro-organismos envolvidos na producdo de
alimentos fermentados a base de mandioca e observaram a predominancia de bactérias lacticas,
bem como de leveduras. De acordo com esses estudos, as principais bactérias envolvidas na
fermentagdo da mandioca séo: Lactobacillus, Pediococcus, Clostridium, Propionibacterium e
Bacillus sp., com predominancia das espécies: Lactobacillus (L. plantarum, L. fermentum, L.
delbrueckii e L. manihotvorans) (OYEWOLE, 2001; MIAMBI; GUYOT; AMPE, 2003;
LACERDA et al., 2005; OGUNTOYINBO; DODD, 2010).

Na Africa, a mandioca é fermentada para produzir gari, lafun, fufu (ABASS et al., 2019).
Por sua vez, Cauim, puba, yakupa, chicha sdo alguns exemplos de alimentos indigenas
produzidos pela fermentacdo da mandioca (ALMEIDA; RACHID; SCHWAN, 2007; CRISPIM
et al., 2013; FREIRE et al., 2014; COLEHOUR et al., 2014). Amerindios brasileiros também
produzem uma bebida alcodlica fermentada chamada caxiri (SANTOS et al., 2012). Como ja
mencionado, as bactérias lacticas sdo 0s micro-organismos predominantes nos diferentes tipos
de alimentos e bebidas, obtidos pela fermentacio da mandioca, tanto na Africa quanto na
América do Sul (COULIN et al., 2006; ALMEIDA; RACHID; SCHWAN, 2007;
OGUNTOYINBO, 2011; FREIRE et al., 2014).

Ramos et al. (2015) identificaram e caracterizaram a microbiota presente durante a
fermentacdo do taruba, bebida fermentada a partir da massa da mandioca, e observaram uma
associacao de bactérias e leveduras, sendo as espécies dominantes de bactérias lacticas foram
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Bacillus e de

leveduras a Torulaspora delbrueckii.

Freire et al. (2014) reportaram que na producdo da bebida indigena yakupa ha a
predominancia de bactérias lacticas, principalmente a L. fermentum, que pode ser a responsavel
pela producdo de acidez e reducdo do pH. Djeni et al. (2015) realizaram caracterizacfes

bioquimicas e microbianas no attieké e identificaram que as cepas de bactérias lacticas podem
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ser potenciais culturas starters para a fermentacdo da mandioca. Kostinek et al. (2007)
verificaram que o Lactobacillus plantarum possui a maior capacidade de produzir &cido em

tubérculos de mandioca.

As bactérias lacticas intensificam a fermentacéo e sdo responsaveis pela acidifica¢do do
meio, o que contribui para a obtencéo de caracteristicas desejaveis ao produto. Essa acidificacdo
atua também como limitante para o crescimento e sobrevivéncia de micro-organismos
patégenos (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). De acordo com Oyewole (2001), as leveduras tém
um papel importante na sobrevivéncia e na atividade das bactérias lacticas durante o processo
de fermentacdo da mandioca, pois elas estdo envolvidas na hidrolise do amido em acUcares
simples, os quais sdo convertidos em &cidos organicos pelas bactérias lacticas.

Trabalhos relativos a microbiota envolvida na producdo do tucupi sdo escassos na
literatura cientifica. Segundo Campos, Carvalho e Mattietto (2016), a limitacdo de informacdes
quanto aos tipos de micro-organismos envolvidos (familia, género, espécies, subespécies), se
deve ao fato de ser uma fermentacdo espontanea, onde a complexidade das reagdes é maior.

Como diversas pesquisas apontam as bactérias acido lacticas, como 0s micro-
organismos dominantes no processo de fermentacdo da mandioca, uma hipotese seria a de que
a fermentacgdo da manipueira seja realizada por bactéricas lacticas e leveduras, que sdo capazes
de suportar o baixo pH obtido pelo tucupi durante a fermentacdo; o qual pode variar de 6,0 a
3,0 no final do processo (CHISTE; COHEN, OLIVEIRA, 2007; OGUNTOYINBO; DODD,
2010). Elijah et al. (2014) verificaram que na manipueira hd uma diversidade bacteriana, sendo
os Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum as espécies bacterianas dominantes. Por
sua vez, Linares et al. (2011) afirmam que as bactérias acido lacticas possuem genes produtores
de aminas biogénicas e a deteccdo precoce de bactérias produtoras destes compostos nos

alimentos é essencial para evitar os riscos iminentes da presenca de aminas.
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7 MICRO-ORGANISMOS PRODUTORES DE AMINAS BIOGENICAS

Altos niveis de aminas biogénicas tém sido encontrados em alimentos que séo
submetidos a processos fermentativos, como embutidos, queijos e bebidas alcodlicas. A
producdo de aminas biogénicas em alimentos é caracteristica de uma série de micro-organismos
capazes de descarboxilar aminoacidos, como Enterobacterias, Pseudomonas spp, Micrococcos,
Enterococcos e bactérias laticas (LORET et al., 2005).

As decarboxilases sdo enzimas que estdo presentes em muitos micro-organismos. Estas
foram encontradas em espécies dos géneros Bacillus (RODRIGUEZ-JEREZ et al., 1994a),
Pseudomonas (TIECCO et al., 1986), Photobacterium (JORGENSEN et al., 2000); bem como
nos géneros da familia Enterobacteriaceae, tais como Citrobacter, Klebsiella, Escherichia,
Proteus, Salmonella e Shigella (MARINO et al., 2000) e da familia Micrococcaceae, como
Staphylococcus, Micrococcus e Kocuria (RODRIGUEZ-JEREZ et al, 1994b;
MARTUSCELLI et al., 2000).

Muitos géneros bacterianos, incluindo os produtores de acido latico, sdo capazes de
descarboxilar aminoacidos. Entre as bactérias acido-lacticas (BAL), cepas pertencentes aos
géneros Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus e
Leuconostoc podem ser aptas para a producdo de aminas, em varios alimentos, como: vegetais,
queijos, carne fermentada e bebidas (KALAC, SVECOVA, PELIKANOVA, 2002;
FLASAROVA et al., 2016; HENRIQUEZ-AEDO et al., 2016; POVEDA et al., 2017,
TODOROV et al., 2017).

Em produtos em que ocorre o crescimento de bactérias lacticas, pode haver a formacéo
de putrescina, cadaverina, histamina e tiramina (BRINK et al., 1990). Alguns pesquisadores
sugerem que 0s genes que codificam as enzimas da via de producdo das aminas biogénicas
podem ser transferidos a outros micro-organismos, por elementos genéticos modveis
(MARCOBAL et al., 2006; COTON; COTON, 2009). A capacidade de descarboxilar tirosina
e formar a tiramina € uma caracteristica geral das cepas pertencentes as espécies de
Enterococcus faecalis (MARCOBAL et al., 2004). Além disso, varios isolados de Lactobacillus
brevis e Lactobacillus curvatus, ambos considerados bactérias &cido l4cticas, foram
identificados como produtores desta amina em produtos fermentados (ROIG-SAGUES;
MOLINA; HERNANDEZ-HERRERO, 2002; KOMPRDA et al., 2008).
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O conhecimento da possibilidade de formacdo de aminas bioativas durante a produgéo
do tucupi é importante, pois apesar de serem necessarias em diferentes funcdes fisioldgicas dos
seres humanos e animais, as aminas podem apresentar diversos efeitos toxicos, se ingeridas em

concentracgdes elevadas.

Uma forma de impedir a formacdo de aminas é a inibicdo do crescimento microbiano
e/ou a reducdo da atividade da enzima descarboxilase. Para tanto, sdo necessarios o controle da
temperatura, a utilizacdo de matérias-primas de boa qualidade, a aplicacdo de boas praticas de
manipulacdo, o uso de culturas ndo formadoras de aminas em produtos fermentados
(DAPKEVICIUS et al., 2000) e o uso de conservantes (EMBORG; DALGAARD, 2008). Uma
vez formadas, a reducdo de aminas biogénicas em alimentos, pela a¢do do calor, é bastante
dificil uma vez que elas sao termicamente estaveis, mesmo quando expostas a temperaturas de
tratamento térmico, por tempo prolongado (CARDOZO et al., 2013). Isto faz com que o alvo

da acdo do tratamento térmico sejam 0s micro-organismos e ndo as aminas.
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CAPITULO Il - AMINAS BIOGENICAS E CIANETO COMO INDICADORES DE
QUALIDADE EM TUCUPIS COMERCIAIS

RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade fisico-quimica, bem como
identificar e quantificar aminas bioativas e determinar o teor de cianeto, em tucupis
comercializados em supermercados e feiras livres da cidade de Belém (PA). Amostras do
produto foram submetidas as analises de pH, acidez total, aclcares redutores e totais, cianeto
total e livre, bem como foi investigada a presenca de nove aminas bioativas. Em geral, as
propriedades fisico-quimicas dos tucupis analisados foram estatisticamente diferentes, o que é
atribuido a falta de padronizacédo do processo de producdo do produto. Os teores de cianeto total
(8,87- 114,66 mg HCN/L) e livre (0,80 - 38,38 mg HCN/L) encontrados nos tucupis seguiram
0 mesmo comportamento observado ha dez anos, para amostras de tucupi comerciais, 0 que
indica que, mesmo com o estabelecimento de um padrdo de identidade e qualidade para o
tucupi, ndo houve uma evolugdo na qualidade do produto. Foram identificadas quatro aminas
biogénicas (tiramina, putrescina, histamina e triptamina) e uma poliamina (espermidina) nas
amostras de tucupi analisadas. Mesmo nos tucupis comercializados em supermercados, 0s quais
sdo provenientes de agroindustrias e apresentam selo de qualidade do 6rgao fiscalizador, foram
observados elevados teores de aminas biogénicas, como pode ser observado na amostra 4 (78,22
mg/L), bem como elevadas dosagens de cianeto total (114,66 mg HCN/L) e livre (38,38 mg
HCN/L). Este fato aponta para a necessidade de um maior controle do processo de producéo
do produto, uma vez que aminas biogénicas estdo relacionadas com intoxicacGes alimentares.
Assim, a falta de padronizacdo nas propriedades fisico-quimicas do tucupi, os elevados teores
de cianeto e o perfil de aminas biogénicas apontam para a necessidade de um melhor
conhecimento do processo de fabricacdo do produto, afim de estabelecer condigdes 6timas para

0 processamento do tucupi.

Palavras-chave: manipueira; glicosideos cianogénicos, aminas biogénicas, poliaminas.
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1 INTRODUCAO

A manipueira € um liquido resultante da prensagem da mandioca triturada, que ap6s
fermentacio espontanea, seguida de coccdo, da origem ao tucupi (CHISTE; COHEN;
OLIVEIRA, 2007). A producdo do tucupi ainda ocorre de maneira artesanal, com pouco
controle tecnoldgico, o que possibilita que alguns fatores como: boas préticas de fabricacdo
insatisfatorias das unidades processadoras e quantidades de HCN residual no produto acima
dos niveis toleraveis, e assim comprometer a qualidade e seguranca do produto (ABREU;
MATTIETTO, 2014).

Devido a composicao, as propriedades fisico-quimicas e as condi¢des de manipulagéo,
o0 tucupi pode ser considerado um meio favoravel para producdo de aminas biogénicas. Em
alimentos fermentados, estes compostos podem ser formados devido a descarboxilacdo dos
aminoéacidos através da acdo de micro-organismos que apresentam atividade de descaboxilase,
0S quais podem ser inerentes, contaminantes ou inseridos intencionalmente no alimento como
cultura starter. Um aspecto importante relacionado as aminas biogénicas, € que elas podem ser
utilizadas como parametro de qualidade nos alimentos, de modo que podem refletir a méa
qualidade das matérias primas utilizadas, bem como condicGes higiénico-sanitarias deficientes
durante o processamento (KALAC; SVECOVA; PELIKANOVA, 2002; GLORIA, 2005).

As aminas biogénicas em altas concentragdes sdo indesejaveis em alimentos, pois
podem causar efeitos adversos a saude, tais como dores de cabeca, disfuncdes respiratorias,
palpitacdo, hiper ou hipotensdo e uma série de desordens alérgicas (LADERO et al., 2010).
Segundo EFSA (2011), os alimentos fermentados sdo 0s que apresentam maior relagdo com
intoxicagOes alimentares, em virtude da intensa atividade microbiana, logo tornam-se um
potencial produto para a formacgéo de aminas biogénicas. Assim, a presenca destes compostos

no tucupi pode ser um indicativo de como o produto esta sendo produzido.

A mandioca utilizada na producdo do tucupi, conhecida como “brava”, apresenta uma
concentragdo de acido cianidrico (HCN) acima de 100 mg/kg (CAGNON; CEREDA,
PANTAROTTO, 2002). Assim, se o produto ndo for processado de maneira adequada, a
ingestdo do mesmo poderd causar intoxicages, com sintomas como: dor de cabeca, nausea,
tontura, diarreia e vdmito; bem como a morte, quando dosagens elevadas forem administradas
(NHASSICO et al., 2008). Existem dados na literatura que indicam a presenca de cianeto
residual, em niveis expressivos, em tucupis comerciais (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA 2007,

CAMPOS et al., 2016). Desta forma, se faz necessaria a avaliagcdo dos tucupis que estdo sendo
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atualmente comercializados, apés a aprovagdo do Regulamento Tecnico de Padrdo de
Identidade e Qualidade do Tucupi (ADEPARA, 2008), para verificar se as unidades produtoras

de tucupi se adequaram a legislacéo.

Diante do exposto, com o objetivo de avaliar a qualidade do tucupi produzido
atualmente, amostras de tucupis comercializados em feiras livres e supermercados da cidade de
Belém (PA) foram caracterizadas fisico-quimicamente e avaliadas quanto ao perfil e aos teores

de aminas bioativas, e quanto as concentracdes de cianeto total e livre.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA

Foram coletadas 22 amostras de tucupis comerciais, dividos em 2 diferentes lotes
(maio/2017 e agosto/2018) sendo: 11 amostras adquiridas em estabelecimentos comerciais,
provenientes de unidades agroindustriais (codificadas de 1 a 11) e 11 amostras adquiridas em
feiras livres, provenientes de unidades artesanais (codificadas de 12 a 22), da cidade de Belém
(PA). As amostras foram acondicionadas em garrafas PET de 300 mL e armazenadas a -

18°C até a realizacao das anélises. Todas as analises foram realizadas em triplicata (n = 3)

2.2 DETERMINACOES ANALITICAS
2.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

Foram realizadas as seguintes andlises nas amostras de tucupi: acidez, por titulagdo com
NaOH 0,1 N (resultados expressos em g/100 mL de &cido latico); pH, por leitura direta em
potenciémetro (W12D, BEL, Italia) e acUcares redutores e totais (g/100 g), pelo método Lane-
Eynon (AOAC, 1997).

2.2.2 Determinacédo do cianeto total e livre

Os teores de cianeto total e livre foram determinados segundo a metodologia proposta
por Essers et al. (1993), com algumas adaptacdes. A extracdo dos compostos cianogénicos foi
baseada em Chisté e Cohen (2011), na qual 5 mL da amostra foram adicionados a 40 mL de
solucéo alcodlica de acido fosforico 0,1 M (solucdo extratora), homogeneizados e centrifugados
a 3000 rpm por 10 min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante, contendo os glicosideos

cianogénicos, foi aferido para baldo volumétrico de 50 mL.
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Para a determinagdo do cianeto total, uma aliquota de 0,4 mL de tamp&o pH 7,0 foi
adicionado em tubo de ensaio, seguido de 0,1 mL do extrato acido obtido na etapa anterior e de
0,1 mL da enzima linamarase -glucosidase (Sigma Aldrich, USA). O tubo foi entdo submetido
a aguecimento a 30°C, em banho-maria, por 15 min, para promover a hidrolise dos glicosideos
cianogénicos. Apos esta etapa, foi adicionado 0,6 mL da solu¢cdo NaOH 0,2 M, para evitar a
volatilizacdo e fixar o HCN na solucéo, e o conjunto permaneceu em repouso por 5 min, a
25+1°C, para a decomposicdo da cianidrina a cianeto. Em seguida, 2,8 mL de tamp&o pH 6,0 e
0,1 mL de cloroamina T foram adicionados a mistura, a qual foi agitada e submetido a
resfriamento, em banho de gelo por 5 min. Finalmente, foi adicionado 0,6 mL do reagente de
cor (solucdo de isonicotinato/1,3-dimetilbarbiturato), seguido de agitacdo e posterior repouso,
por 10 min a temperatura ambiente (=25°C). O complexo colorido de cor azul foi submetido a
leitura em espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Scientific, Evolution 60, Massachusetts,
USA) a 605 nm.

Para a quantificacdo do cianeto livre, 0,6 mL do extrato acido obtido na primeira etapa
foi adicionado em tubo de ensaio contendo 3,4 mL de tampao pH 6,0, aos quais foi adicionado
0,1 mL de cloroamina T. O conjunto foi homogeneizado e resfriado em banho de gelo por 5
min. Em seguida foi adicionado 0,6 mL do reagente de cor, o conjunto foi agitado e mantido
em repouso por 10 min a temperatura ambiente (=25°C), para posterior leitura da solugdo em
espectrofotbmetro a 605 nm. Os teores de HCN total e livre foram quantificados por curva
analitica de oito pontos (0,5-10 ug HCN / mL), em duplicata (r*> = 0,99) e os resultados (n = 3)
foram expressos em mg HCN/mL.

2.2.3 ldentificacdo e quantificacdo das aminas bioativas

Para a extracdo das aminas, o tucupi (5 mL) foi homogeneizado em agitador (5 min)
com 7 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 5%, seguido de centrifugacdo (Jouan Thermo
MR23i, Franca) a 11180 x g a 4 °C, por 10 min. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro
qualitativo e em membranas de 0,45 um (BRITO et al., 2017).

Nove aminas bioativas foram pesquisadas, sendo: espermidina, putrescina,
agmatina, cadaverina, serotonina, histamina, tiramina, triptamina e feniletilamina. As
aminas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
pareamento de ions, em coluna de fase reversa. Um cromatdgrafo modelo LC-10CE, com

camara de mistura a alta pressdo, conjunto de lavagem automaética de pistdo e injetor
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automético modelo SIL-10AD VP (Shimadzu, Kioto, Japdo) foi utilizado e as aminas
foram separadas utilizando coluna Novapak C18 (3,9%x300 mm, 4 pm, 60 A, Waters, MA,
USA) e um gradiente de eluicdo de acetato de sodio 0,2 M e octanossulfonato de sodio 15
mM, com pH ajustado para 4,9, com acido aceético glacial (fase movel A) e acetonitrila
(fase mével B) (BRITO et al., 2017).

A identificacdo das aminas foi feita por comparacao entre os tempos de retencao e
a co-eluicdo com padrdes. A quantificacdo foi feita por fluorimetria (340 e 445 nm de
excitacdo e emissdo, respectivamente), apos derivatizacdo pos-coluna com o-ftalaldeido,
utilizando curvas analiticas (duplicata) para cada amina (r? = 0,99). O teor de aminas

bioativas (n = 3, base umida) foi expresso em mg/L de amostra.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados analiticos foram submetidos a analise estatistica, empregando anélise de
variancia (ANOVA) a 5% de significancia e teste complementar de comparacdo de médias de
Tukey (p < 0,05), utilizando o software Statistica Kernel Release 7.1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados da caracterizagdo fisico-quimica das 22
amostras de tucupi analisadas. Segundo a Instru¢cdo Normativa n°® 001/2008, da Agéncia de
Defesa Agropecuéria do Estado do Para (ADEPARA, 2008), o tucupi deve apresentar pH entre
3,5 a 4,3. Das 22 amostras de tucupi analisadas, 82% apresentaram pH < 3,5; sendo 55%
provenientes de unidades agroindustriais e 27% provenientes de unidades artesanais. Por outro
lado, apenas as amostras 15, 17 e 18, provenientes de unidades artesanais, apresentaram pH >
4,3.
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Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica de amostras de tucupi obtidas no mercado consumidor de Belém-PA.

e Acidez , . ,
Amostras Codificagdo pH (g de &cido l4tico/100 mL) Acucares Totais (g/100 mL) Acucares Redutores (g/100 mL)
1 3,39 +0,01™ 0,16 + <0,01™ nd nd
2 3,40 +0,01™ 0,19 + <0,02"m 0,44 + 0,019" nd
3 3,27 £ 0,02° 0,40 + <0,019 nd nd
4 3,66 + 0,01 0,56 + 0,01° 0,50 + 0,02¢9" 0,50 + 0,019%f
Unidad 5 4,30 + 0,01¢ 0,18 +<0,01'™" 0,66 + 0,02 0,64 + 0,010cde
agroi”r: dﬁst“"r?ais 6 3.26 + 0,01° 0.24 + <0,01" 032 +0,01" 0.22 + 0,01f
7 3,06 + 0,027 0,67 +0,01¢ 0,79 + 0,01¢f nd
8 3,52 + 0,01 1,07 £ 0,02° 0,28 + 0,01" 0,23 + 0,01
9 2,82 + 0,049 0,37 £ 0,019 nd nd
10 4,04 +0,01f 0,59 + 0,01% nd nd
11 4,22 +0,02¢ 0,38 + 0,029 271 +0,14° 233+0,472
12 3,93+ 0,019 0,17 £ 0,01™ 0,92 + 0,03% 0,69 + 0,220
13 3,47 + 0,01 0,14 + <0,01" 1,04 + 0,04¢ 1,02 + 0,05°
14 3,85+ 0,01" 0,22 + <0,011! 0,60 + 0,021 0,57 + 0,0200€f
15 4,67 + 0,012 0,24 + <0,01" 0,73 + 0,02¢ 0,60 + 0,06
Unidad 16 3,45 + 0,01 0,48 + 0,01 nd nd
ar[‘(;s:n;ii 17 451 +0,01° 0,23 + <0,011 4,35 + 0,29 0,27 + 0,01
18 4,59 + 0,02° 0,27 +<0,01" 0,94 + 0,07% 0,91 + 0,06
19 3,47 + 0,01 0,15+ 0,01" 1,14 + 0,06¢ 1,04 +0,10°
20 3,02 +0,02° 1,36 + 0,032 nd nd
21 3,39 + 0,02 0,60 + 0,03¢ 2,07 + 0,06° 0,56 + 0,020
22 3,35+ 0,02 0,40 + 0,039 nd nd

Os valores com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia); nd = ndo detectado pelo método. n=22, sendo 2

lotes distintos de cada.
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As amostras de tucupi apresentaram valores de pH (2,82 a 4,67) semelhantes aos valores
reportados por Chisté, Cohen e Oliveira (2007) (3,0 - 4,35) e Campos et al. (2016) (2,80-4,26).
Apenas as amostras 15 e 18 apresentaram pH > 4,5, o que permite classificar o tucupi como um
alimento 4cido (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007). Os baixos valores de pH observados
no tucupi, atribuidos a acidificagdo promovida pelas bactérias lacticas, podem ser suficientes
para controlar o crescimento e/ou a sobrevivéncia de patégenos (MANTE; SAKYI-DAWSON;
AMOA-AWUA, 2003; ANYOGU et al., 2014), aliado a uma coccéo eficiente, torna o tucupi

um alimento seguro, livre de contaminantes de natureza bioldgica.

Por outro lado, os valores de pH observados nas amostras podem favorecer a atividade
da B-glicosidase (linamarase) (CEREDA, 2002). Esta enzima € responsavel pela cianogénese
da linamarina, o glicosideo cianogénico que da origem ao &cido cianidrico (HCN), na mandioca
e em produtos derivados da mandioca, como o tucupi (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007).
De modo geral, as amostras de tucupi apresentaram diferencas significativas entre valores de
pH (p<0,05), sendo que as amostras 1, 2 (unidades agroindustriais), 21 e 22 (unidades artesanais

unidades artesanais) foram estatisticamente iguais (p>0,05).

Embora tenha sido observado esse perfil para o pH, nenhuma das amostras analisadas
apresentou acidez inferior a 0,1 g de acido latico/100 mL, teor minimo proposto pela Instrucao
Normativa n°® 001/2008, da Agéncia de Defesa Agropecuéaria do Estado do Para (ADEPARA,
2008), cuja faixa de acidez total deve estar entre 0,1 a 0,8 g de acido latico/100 mL. Apenas a
amostra 8, proveniente de uma unidade agroindustrial, e a amostra 20, proveniente de uma
unidade artesanal, apresentaram acidez superior a 0,8 g de acido latico/100 mL. Apenas as
amostras 7, 8 e 20 apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre valores de acidez em
relacdo as demais amostras. A acidez observada nas amostras de tucupi (0,1 - 1,4 g de &cido
latico/100 mL), também foram semelhantes aos valores reportados por Chisté, Cohen e Oliveira
(2007) (0,3 - 1,0 g de acido latico/100 mL) e Campos et al. (2016) (0,3 g - 1,6 g de &cido
latico/100 mL).

Com relagéo aos teores de agucares, mais de 85% das amostras de tucupi analisadas
apresentaram um teor de agucares totais dentro do limite m&ximo recomendado pela legislacdo
(ADEPARA, 2008), que é de até 1,5 g/100 mL. Porém, a amostra 11, proveniente de uma
unidade agroindustrial, e as amostras 17 e 21, provenientes de unidades artesanais,
apresentaram teores de acgUcares totais superiores a este limite, sendo que apenas estas foram

estatisticamente diferentes das demais (p<0,05). Deste modo, os resultados sugerem que houve
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a adicdo de agUcar (sacarose) nestes produtos, o que é considerado uma adulteracdo. Embora
ndo exista um padrdo na legislagdo referente aos agucares redutores, eles foram determinados
como uma contribuicdo para a pesquisa, uma vez que dados sobre esta fracdo de aglcares em
tucupis sdo incipientes na literatura. Os resultados indicam que a fracdo redutora representa a
maior parte dos aglcares presentes no tucupi, porém nas amostras 11, 17 e 21, que nédo
atenderam a legislacgdo, o teor de acUcares redutores foi bem menor que o teor de agucares totais,

logo supBem-se que houve a adi¢éo de sacarose nestes produtos.

Essas diferencas observadas nas propriedades fisico-quimicas dos tucupis analisados
podem ser atribuidas as diferentes variedades de mandioca utilizadas no beneficiamento do
produto, aos fatores agrondmicos e climéticos, e a microbiota atuante na fermentacdo. Porém
estudos anteriores ja demonstravam uma deficiéncia na padronizacdo do tucupi (CHISTE;
COHEN; OLIVEIRA, 2007), o que pode ser atribuido as condi¢Ges de processamento do
produto, que sdo muito variaveis, principalmente no que se refere as etapas de fermentacéo e
de coccdo (CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016). Assim, os resultados obtidos
continuam apontando para uma deficiéncia no controle do processo de producao do tucupi, bem

como para a falta de uma fiscalizacdo mais eficiente, por parte dos érgdos competentes.
3.2 AVALIACAO DO CIANETO TOTAL E LIVRE

Foi observada uma variacao significativa (p < 0,05) nos teores de cianeto total e livre
entre as amostras de tucupi analisadas (Tabela 2), no qual o valor minimo de cianeto total obtido
(8,87 mg HCN/L) foi inferior ao valor minimo da faixa reportada por Chisté, Cohen e Oliveira
(2007) (55,58-157,17 mg HCN/kg) e por Campos et al. (2016) (37,67-126,21 mg HCN/L),
porém o valor maximo encontrado no estudo (114,66 HCN/L) foi semelhante aos mencionados

pelos mesmos autores.

Pefil semelhante foi observado nos teores de cianeto livre, cujo valor minimo
determinado nas amostras (0,80 HCN/L) foi 92% menor que o teor observado por Chisté, Cohen
e Oliveira (2007) (9,47 HCN/L) e 80% menor que o de Campos et al. (2016) (4,18 HCN/L),
sendo que o teor maximo encontrado no estudo (38,38 mg HCN/L) foi similar a dosagem
detectada por Chisté, Cohen e Oliveira (2007) (46,86 mg HCN/L) e aproximadamente 50%
mais elevado que o reportado por Campos et al. (2016) (18,94 mg HCN/L).
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Tabela 2. Dosagem de cianeto total e livre nas amostras de tucupi.

Cianeto (mg HCN/L)

Amostras Codificagdo Total Civre
1 60,06 + 0,31¢ 20,52+ 0,06¢
2 49,51 + 0,38° 1,16 + 0,01°
3 79,22 + 2,45° 30,92 + 0,05°
4 114,66 + 3,29° 38,38 +0,612
Unidades 5 107,09 + 4,06‘?_b 34,27 + 1,22_b
agroindustriais 6 32,03 +0,61" 8,27 + 0,14
7 43,13 + 1,617 18,54 + 0,20°
8 67,05 + 1,15¢ 16,77 + 0,20
9 8,87 +0,77' 3,33+0,01"
10 40,85 + 2,83¢foh 3,91 +0,09"
11 81,55 + 0,69° 14,65 + 0,209
12 103,19 + 6,66" 17,97 £ 0,61°f
13 37,18 + 2,53fn 8,17 +0,33'
14 59,79 + 3,294 12,01 +£0,51"
15 23,81+ 1,34 0,80 + 0,06°
16 47,40 + 1,22° 8,00 = 0,04'™
Unidades artesanais 17 64,45+ 1,459 10,04 + 0,32
18 12,72 +0,23' 0,84 + 0,09°
19 27,87 + 0,231 6,59 +0,11"
20 42,05 + 1,457 9,75+ 0,111
21 35,44 + 2,839 8,32+ 0,14
22 46,21 + 2,60° 17,32 + 0,20°f

Os valores com letra iguais, na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de
significancia).

Pelo fato da manipueira apresentar elevados teores de cianeto, é indispensavel verificar
o teor deste composto no tucupi, para ratificar se o processamento realizado foi efetivo na sua
detoxificacdo. Visto que a forma téxica do cianeto é a livre (CN") ou do seu &cido (HCN), sendo
que a linamarina ligada é quantificada como cianeto total (ligado ou potencial), e para investigar
o cianeto livre (fragdo toxica) é necessario hidrolisar a linamarina. Deste modo, a presenga de
cianeto total no tucupi, pode causar intoxica¢fes devido a sua capacidade de gerar cianeto livre
(CN") ou o &cido cianidrico (HCN) (CAGNON; CEREDA; PANTAROTTO, 2002; CHISTE;
COHEN; OLIVEIRA, 2007).

As divergéncias observadas nos teores de cianeto livre e total entre amostras, assim
como entre os dados apresentados na literatura, podem estar relacionadas com a quantidade de

compostos cianogénicos da matéria-prima (mandioca) utilizada, e com as condi¢bes de
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processamento do tucupi (CHARLES; SRIROTH; HUANG, 2005; CHISTE; COHEN;
OLIVEIRA, 2007). O tempo de cocgdo, por exemplo, pode afetar significativamente o teor de
cianeto total no produto, devido a elevada volatilizacdo do cianeto, em condi¢des de
aquecimento (CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016). E importante ressaltar que as
raizes utilizadas para producdo de farinhas de mandioca séo raizes com elevado teor de
compostos cianogénicos e acido cianidrico, logo a manipueira utilizada para producéo de tucupi
também apresenta elevados teores destes compostos (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007).
Assim sendo, caso ndo ocorra um processo de desintoxicacdo natural eficiente (fermentacéo) e

ndo seja realizada uma cocgdo eficiente, o tucupi apresentara um teor elevado de HCN.

Por sua vez, Campos, Carvalho e Mattietto (2016) observaram que quanto maior for o
tempo de fermentacdo, menores sdo os teores de cianeto total e livre, provavelmente em virtude
da acdo mais prolongada da linamarase: enzima que hidrolisa a linamarina, promovendo a
liberacdo do HCN. O processo fermentativo permite a agdo mais prolongada da linamarase, que
é aos poucos inibida pela acidificacio e queda do pH (CHISTE; COHEN, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) a dose letal (DL50) de cianeto
é de 10 mg HCN/kg de peso vivo. Assim sendo, com base nos teores de cianeto total observados
nas amostras de tucupi, um individuo com 60 kg teria que ingerir 5 L do tucupi correspondente
a amostra quatro, para atingir a dose letal de HCN. Porém, como a presenca de HCN em
alimentos oferece riscos de intoxicacdo alimentar, os teores de cianeto total observados nas
amostras de tucupi analisadas indicam, que ainda se faz necessario um melhor controle das
variaveis de processo (tempo de fermentacédo e coccdo) do tucupi, afim de garantir um produto

isento de cianetos, ou com niveis totalmente seguros deste composto.
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3.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS AMINAS BIOATIVAS

Esta é a primeira pesquisa na qual aminas bioativas foram identificadas e quantificadas
em tucupis comerciais. Entre as nove aminas bioativas investigadas, cinco foram detectadas nas
amostras de tucupi, sendo: quatro aminas biogénicas (tiramina, putrescina, histamina e

triptamina) e uma poliamina (espermidina) (Tabela 3).

Das aminas biogénicas detectadas a tiramina foi identificada em 18% das amostras, a
putrescina em todas as amostras, a histamina em 72%, e a triptamina em 32%. Dentre as aminas
bioativas, as aminas biogénicas podem ser utilizadas como parametro ou critério de qualidade
em alimentos, pois podem refletir a ma qualidade da matéria-prima utilizada, bem como
condigdes higiénico-sanitérias deficitarias durante o processamento de alimentos. Isso se deve
ao fato, desses compostos serem produtos do metabolismo de micro-organismos que
apresentam enzimas amino-descarboxilases, que irdo descarboxilar aminoacidos e formar
aminas biogénicas, além de serem termoestaveis (KALAC; SVECOVA; PELIKANOVA,
2002; GLORIA, 2005).

Os alimentos fermentados apresentam maior indice de intoxicacdes alimentares, devido
a intensa atividade microbiana e as condi¢fes do meio serem favoraveis para a formacéo de
aminas biogénicas (EFSA, 2011). Assim, a presenca das aminas tiramina, putrescina, histamina
e triptamina nas amostras de tucupi pode estar relacionada com as boas préticas de fabricacéo
insatisfatorias nas unidades produtoras, devido o processo ainda ocorrer, na maioria dos casos,

de maneira artesanal e devido a ineficiéncia de fiscalizacdo, por parte dos 6rgdos de controle.

Adicionalmente, o tucupi é considerado um meio favoravel para producdo de aminas
biogénicas, pois ha evidéncias de que a microbiota predominate durante a fermentacdo da
manipueira sejam bactéricas lacticas e leveduras, por serem micro-organismos capazes de
suportar os baixos niveis de pH atingidos; especialmente no final do processo fermentativo
(OGUNTOYINBO; DODD, 2010; CHISTE; COHEN, 2011; BRITO et al., 2019). Meios
acidos (pH 2,5-6,5), como o tucupi (Tabela 1), estimulam a producéo de aminas biogénicas, por
ser um mecanismo de protecdo da bactéria ao ambiente acido (GLORIA, 2005).
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Tabela 3. Composicdo de aminas bioativas nas amostras de tucupi.

Aminas bioativas (mg/L)

Amostras Codificagdo Tiramina Putrescina Histamina Triptamina Espermidina Soma de Aminas biogénicas*

1 nd 31,79+ 1,282 1,55 +0,11% nd 0,44 + 0,158 33,34

2 nd 6,24 +0,29° 1,56 + 1,03% nd nd 7,80

3 4,21+ 0,042 7,01+0,22¢ 1,00 + 0,04 nd 0,80 + 0,12°f9 12,22

4 0,83 £ 0,02¢ 10,54 + 0,49¢ 66,85 + 2,78? nd 1,64 + 0,06 78,22

5 nd 2,29 + 0,05Ni! nd 2,94 £ 0,192 0,92 +0,01¢f 5,23

Unidades agroindustriais 6 nd 16,11 £ 0,34°¢ 4,01£0,19¢ 2,53 +0,14% 0,67 +0,01% 22,65
7 3,66 +£0,16° 2,49 + 0,13"i! 13,62 + 0,09° 0,81 +0,03° nd 30,64

8 nd 1,60 + 0,08V 16,79 + 1,59° nd nd 18,39

9 nd 23,07 +0,87° 1,95+ 0,16% 1,77 £0,12¢ nd 26,79

10 nd 2,86 + 0,149Ni 15,98 + 0,53" nd 1,72 + 0,35 18,84

11 nd 2,77 +£0,04"! nd 1,65 + 0,05¢ 1,03+ 0,02¢% 4,42

12 nd 1,77 + 1,031 nd nd 2,20 +0,14® 1,77

13 nd 2,83 + 0,079 nd nd 1,39 + 0,16°% 2,83

14 nd 1,23 +£0,26" 0,49 + 0,09¢ nd 1,08 + 0,06%f 1,72

15 nd 3,22 + 0,059 1,14 + 0,03 nd 1,68 + 0,130 4,36

16 nd 1,00 +£0,02' 2,21 + 0,09 nd nd 3,21

Unidades artesanais 17 nd 1,25+ 0,03 1,64 + 0,19 nd 2,48 + 0,252 2,89
18 nd 5,29 + 0,53¢f 0,81 + 0,06% nd 0,80 + 0,117 6,10

19 nd 4,65 + 0,221 1,13 +0,51% nd 0,85 + 0,187 5,78

20 nd 5,21 +0,12¢ nd 0,62 £ 0,15° 0,66 + 0,041 5,83

21 0,49 £ 0,08° 3,94 + 0,24 1,51 +0,21% nd 0,56 + 0,131 5,94

22 nd 1,78 +£ 0,031 nd 2,10 + 0,02 0,42 £ 0,018 3,88

Os valores com letra iguais, na mesma coluna, nao diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 5% de significancia); nd = ndo detectado pelo método. *Soma das aminas

bigénicas (Tiramina + Putrescina + Histamina +Triptamina)
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Embora aminas biogénicas como a histamina, a tiramina e a putrescina sejam
necessarias para muitas funcdes fisiolégicas em humanos e animais, e sejam rapidamente
detoxificadas, o consumo de alimentos com elevadas concentracdes destes compostos pode
causar efeitos toxicos, como: dores de cabeca, disfuncbes respiratorias, palpitacdo, hiper ou

hipotensdo e uma série de desordens alérgicas (LADERO et al., 2010).

Apesar do tucupi, apds o processo de fermentacdo, ser submetido a um processo de
coccdo, para eliminacdo do HCN (CAMPOS, CARVALHO; MATTIETTO, 2016), as aminas
bioativas sdo termo resistentes (LEHANE; OLLEY, 2000; TAPINGKAE et al., 2010,
ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014), ndo sendo assim eliminadas por esse tratamento
térmico, como foi observado na pesquisa realizada por Brito et al. (2019). Como ha relatos do
envolvimento de aminas biogénicas em casos de intoxicacao alimentar (EFSA, 2011), se faz
necessario identificar a etapa do processamento do tucupi na qual as aminas identificadas sao
formadas, para que se possa fazer um controle eficiente da presenca das mesmas no produto
final.

De acordo com EFSA (2011), os niveis de histamina que podem causar efeitos adversos
a saude sdo: 50 mg de histamina para individuos saudaveis e limites inferiores para individuos
com intolerancia a histamina; 600 mg de tiramina para individuos saudaveis que ndo tomam
medicamentos inibidores da monoamino oxidase (MAOI), 50 mg para individuos que tomam
medicamentos da terceira geracdo MAOI e 6 mg para individuos que tomam medicamentos
MAOI classicos. Portanto, o nivel de histamina encontrado na amostra 4 (66,85 mg/mL) é
preocupante, para individuos com intolerancia a histamina e para individuos que consomem

medicamentos MAOI cléssicos.

Entre as poliaminas, a espermidina foi identificada em 77% das amostras de tucupi
(Tabela 3), o que € perfeitamente justificAvel, uma vez que esta amina € predominante em
vegetais (BARDOCZ, 1995; ELIASSEN et al., 2002). Em concentra¢des normalmente
encontradas em alimentos, as poliaminas ndo sdo toxicas, porém elas podem acelerar o
crescimento de tumores. Entdo, para pacientes em tratamento de cancer recomenda-se uma
dieta com reduzidos teores poliaminas (CIPOLLA; HAVOUIS; MOULINOUX, 2010;
KALAC, 2014).

A presenga de poliaminas em alimentos é relevante devido ao carater antioxidante
dessas aminas, com excecdo da putrescina, que embora tenha sido relatada por alguns autores

como sendo uma poliamina, ndo atua como antioxidante (KALAC, 2014). Desta forma, a
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putrescina seria melhor classificada no grupo das aminas biogénicas, pois estruturalmente ela é
uma diamina, mas é formada pela descarboxilagdo do aminodcido ornitina, e também ¢é
intermediario obrigatério na biossintese da espermidina e da espermina (KALAC;
KRAUSOVA, 2005; MOINARD; CYNOBER; BANDT, 2005, KALAC, 2014). Em alimentos
fermentados, a putrescina é classificada como uma amina biogénica, e elevados teores desta
amina séo considerados raros em produtos frescos. Porém o aumento dos niveis da putrescina
pode ocorrer pela atividade de varios grupos de bactérias, principalmente Enterobacteriaceae
e Clostridium spp., em condicdes inadequadas de armazenamento e manipulacdo (KALAC,
2014).

De acordo com EFSA (2011), informagdes sobre as concentragcdes de putrescina e
cadaverina que podem causar efeitos adversos agudos a salde e/ou potencializar os efeitos da
histamina e de outras aminas biogénicas, ainda sdo insuficientes. Entretanto, algumas pesquisas
reportam que a atividade farmacoldgica da putrescina e da cadaverina sdo menos potentes do
que a da histamina e da tiramina, ainda que a questdo mais relevante da putrescina e da
cadaverina em relacdo ao alimento, seja o fato da potencializacdo da toxicidade de outras
aminas; especialmente a histamina. De acordo com Kala¢ (2014), o contetdo de poliaminas em
um produto é considerado baixo quando for menor que 10 mg/kg, alto quando maior que 10
mg/kg e muito alto para niveis superiores a 100 mg/kg. Assim, todas as amostras de tucupi
analisadas apresentaram teores de poliaminas (espermidina) considerados baixos.

Deve-se enfatizar que as amostras provenientes de agroinddstrias apresentaram 0s
maiores valores na somatdria das aminas biogénicas (Tabela 3). A amostra 4 proveniente de
uma agroindustria, apresentou o maior teor de cianeto total (114,66 mg HCN/L) e livre (38,38
HCN/L), bem como os maiores teores de aminas biogénicas (78,22 mg/L), estes resultados
indicam que as etapas de processamento do tucupi, fermentacdo e coc¢do foram deficientes
aliado ao fato desta agroindustria ter um elevado volume de producdo uma vez que o pH do
produto (3,66) permite que o meio seja favoravel a producéo destes compostos, em virtude de
sua formacéo ser um mecanismo de protecdo da bactéria ao meio &cido. Portanto, conhecer os
niveis das aminas biogénicas, assegurar as Boas Praticas de Fabricagdo e Manipulagdo nas
diferentes etapas de beneficiamento do tucupi e ter um controle efetivo, principalmente nas
etapas de fermentacao e cocgdo sdo importantes do ponto de vista funcional, toxicologico e do
controle de qualidade do produto.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo foram avaliados o padrdo fisico-quimico, os niveis de cianeto, e pela
primeira vez, foram determinados o perfil e teores de aminas bioativas em amostras de tucupi
comerciais. Com relacéo as propriedades fisico-quimicas, foram observadas diferencas entre as
amostras, devido as condicdes de processamento do produto serem muito distintas. Foram
detectadas quatro aminas biogénicas (tiramina, putrescina, histamina e triptamina), onde a
presenca delas pode ser um indicativo da ma qualidade da matéria-prima utilizada e/ou boas
praticas de fabricacdo insastifatdrias durante a producdo do produto. As amostras provenientes
de agroindustrias apresentaram as maiores concentragdes de cianeto total e de aminas
biogénicas, o que mostra a ineficiéncia de fiscalizacdo, por parte dos érgdos de controle, assim
como uma deficiéncia no controle das etapas de fermentacdo e coc¢do do produto. O teor de
cianeto aliado a presenca de aminas biogénicas requer uma atencéo, para que seja oferecido ao
consumidor um produto de melhor qualidade e com seguranca para a satde. Os resultados da
pesquisa indicam que, embora exista um padrdo de identidade e qualidade para o Tucupi, 0

produto continua sendo comercializado fora dos padrées, oferecendo risco ao consumidor.
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CAPITULO Il1 - INFLUENCIA DA FERMENTACAO ESPONTANEA DA MANIPUEIRA
NO PERFIL DE AMINAS BIOATIVAS E CAROTENOIDES DURANTE A PRODUCAO
DE TUCUPI

RESUMO

O tucupi € um molho tipico da regido amaz6nica do Brasil, produzido apds a fermentacédo
espontanea e a coccdo da manipueira, que é um subproduto liquido obtido da producéo de
farinha de mandioca. A formacdo de aminas bioativas e suas alteracbes durante o
processamento do tucupi foram investigadas pela primeira vez. Foi realizado também o
monitoramento das alteracdes fisico-quimicas, parametros de cor instrumental e perfil de
carotenoides. Quanto as mudangas no perfil dos carotenoides, o all-trans-B-caroteno foi o
carotenoide majoritario, seguido pelos seus isdmeros 9 e 13-cis, e esse perfil ndo foi alterado
ao longo do processo. Espermidina (poliamina), putrescina, tiramina e histamina (aminas
biogénicas) foram as aminas bioativas identificadas durante o processo de produgéo do tucupi,
porém seus teores foram baixos (0,76-7,24 mg/L). A analise de componentes principais sugeriu
trés etapas distintas durante a producdo do tucupi: a primeira foi caracterizada pela manipueira
até 12 h de fermentacdo com os maiores valores de pH, agUcares totais e redutores, assim como
0 teor de amido total; a segunda etapa refere-se ao final do processo de fermentacéo (16 a 24
h), no qual as aminas biogénicas (histamina e tiramina) foram produzidas; e a terceira etapa
caracterizada pelo produto final (tucupi), obtiveram os maiores valores de acidez , solidos
sollveis, poliaminas e tiramina. Logo, os resultados sugerem a necessidade de um controle na

fermentacdo da manipueira para evitar ou minimizar a formacao de aminas biogénicas.

Palavras-chave: Produto amazonico, manipueira, fermentacdo, Manihot esculenta, ACP,
ACH.

BRITO, B. N. C.; CHISTE, R. C.; LOPES, A. S.; GLORIA, M. B. A.; PENA, R. S. Influence
of spontaneous fermentation of manipueira on bioactive amine and carotenoid profiles during

tucupi production. Food Research International, v. 120, p. 209-216, 2019.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é a quinta cultura mais importante no mundo,
com uma producdo de aproximadamente 285 milhGes de toneladas de raizes por ano
(FAOSTAT, 2017). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), a producéo brasileira de mandioca em 2017 foi de 21 milhdes toneladas, com destaque
para a regido Norte, onde é amplamente utilizada na dieta, principalmente como farinha de
mandioca. No Brasil, a mandioca é utilizada na producdo de vérios alimentos. Na regido
amazonica, um produto alimenticio chamado tucupi ¢ um molho altamente apreciado e
amplamente utilizado como ingrediente em varios pratos tradicionais da Amazonia brasileira.
Atualmente, tem sido apreciado por grandes chefs na elaboracao de diversos pratos, devido as

caracteristicas sensoriais exoticas.

O tucupi é um subproduto obtido do processamento da farinha de mandioca. As raizes
sdo trituradas e prensadas, resultando em uma massa sélida para producéo de farinha e uma
fracdo liquida chamada manipueira para a producdo de tucupi. Apo6s ser submetida a uma
fermentacdo espontdnea e em seguida coc¢do, a manipueira é transformada em tucupi
(CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007). Entretanto, apesar do amplo uso do tucupi, seu
processamento ocorre de forma rudimentar, com a falta de informacdes tecnolégicas sobre as

principais etapas da producéo, desde a fermentacdo da manipueira até o produto final.

Estudos sobre a qualidade do tucupi, sdo escassos. A principais informac6es disponiveis
estdo relacionadas as alteracdes no pH, acidez total, sélidos solGveis, qualidade microbiana e
teor de cianeto total e livre (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007; CHISTE; COHEN, 2011;
CAMPOS et al., 2016; CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016; CAMPOS et al., 2017).
A principal preocupagdo associada ao &cido cianidrico (HCN) esta no fato de que as raizes da
mandioca contém glicosideos cianogénicos com potencial para liberar esse composto durante
0 processamento (SHIGAKI, 2015). De fato, foi relatado que o tucupi apresenta variagcdes no
conteudo de cianeto total (55,58 a 157,17 mgHCN/kg) e livre (9,47 a 46,86 mgHCN/kg)
(CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007). Campos et al. (2016) e Campos, Carvalho e Mattietto
(2016) observaram teores de cianeto total e livre abaixo dos valores reportados por Chisté,
Cohen e Oliveira (2007), o que mostra a falta de padronizacéo para o tucupi comercializado.
Esses estudos enfatizaram a importancia de controlar a producdo de tucupi para garantir sua

seguranca e qualidade.
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Em produtos alimenticios, especialmente os fermentados, o perfil e os teores de aminas
bioativas podem estar relacionados a qualidade e seguranca durante a producdo e
armazenamento de alimentos (EFSA, 2011; MARTUSCELLI etal., 2013; BRITO et al., 2017).
E conhecido que as aminas bioativas exibem papéis relevantes na salde humana. O termo
aminas bioativas ou aminas biologicamente ativas refere-se a poliaminas e também aminas
biogénicas. As poliaminas espermidina e espermina estdo envolvidas em vérias funcdes
celulares, incluindo a estabilizacdo do DNA, regulacdo da expressdo génica e proliferacdo
celular. Portanto, eles desempenham papéis importantes no sistema imunoldgico, trato
digestivo e de neuroprotecdo (RAMANI; BANDT; CYNOBER, 2014; SHARMA; KUMAR,;
DESHMUKH, 2018).

As aminas biogénicas sdo produzidas e se acumulam durante 0s processos de
fermentacdo, principalmente através da descarboxilacdo de aminoacidos pelas enzimas
microbianas. Geralmente estdo associados a atividades neuro e vasoativas e podem resultar em
efeitos adversos na salde humana. A histamina e a tiramina sdo as aminas mais comumente
associadas a intoxicacdes alimentares (GLORIA, 2005; EFSA, 2011; ORDONEZ et al., 2013;
GARDINI, et al., 2016).

Alguns estudos evidenciam a predominancia de bactérias lacticas em produtos
fermentados a base de mandioca (LACERDA et al., 2005; OGUNTOYINBO; DODD, 2010),
e esses micro-organismos tém a capacidade de produzir aminas biogénicas (LINARES et al.,
2011). O tucupi é considerado um meio propicio para a producdo de aminas biogénicas, logo
0s niveis e teores de aminas podem ser utilizados como indices de qualidade e seguranca
(MARTUSCELLLI et al., 2013). Nenhuma informacé&o foi elucidada sobre as aminas no tucupi,
diante disso, o conhecimento dos niveis destes compostos neste produto é importante do ponto

de vista funcional, toxicoldgico e do controle de qualidade.

Informacdes sobre as propriedades funcionais do tucupi, ainda sdo escassas. As raizes
de mandioca utilizadas na producdo de tucupi possuem a coloragdo amarela, logo é provéavel
que os carotenoides estejam presentes. Os principais carotenoides encontrados nas raizes da
mandioca sdo o all-trans-B-caroteno e os isdbmeros 13 e 9-cis (KIMURA et al., 2007; FAILLA
et al., 2012;) que sdo carotenoides provitamina A. A ingestdo de alimentos contendo
carotenoides tem sido associada a reducdo da incidéncia de cancer, doencas cardiovasculares e
outras doencas cronicas degenerativas (RAO; RAO, 2007; KOKO et al., 2014). Portanto, o

consumo de raizes de mandioca ou seus derivados pode representar um acesso de baixo custo
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a essa importante vitamina para populagfes economicamente desfavorecidas. No entanto, a
influéncia da fermentacdo da manipueira durante a producgéo de tucupi no perfil de carotenoides

ainda nao foi relatado na literatura.

Os niveis de carotenoides e aminas bioativas no tucupi, apresentam uma relevancia para
determinar os indices de qualidade e seguranca, logo o objetivo deste estudo foi investigar a
ocorréncia e o perfil destes compostos durante a fermentacdo da manipueira para producdo de
tucupi e os resultados foram avaliados por duas técnicas exploratérias multivariadas, visando a

caracterizacdo das principais etapas do processamento deste produto.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os padrdes das aminas bioativas foram espermidina (EPD, tricloridrato), putrescina
(PUT, dicloridrato), agmatina (AGM, sal sulfato), cadaverina (CAD, dicloridrato), serotonina
(SRT, 5-hidroxitriptamina), tiramina (TIM, cloridrato), 2-feniletilamina (FEM, cloridrato) e
triptamina (TRM, cloridrato) assim como all-trans-fB-caroteno, metanol e éter terci-
butilometilico (grau HPLC) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Eter de
petrdleo, éter etilico e acetona foram de grau analitico (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil). A dgua
ultrapura pertence ao Sistema Milli-Q (Millipore Corp., Milford, MA, EUA). As fases moveis
e as amostras para andlise por HPLC foram filtradas através de membranas de 0,45 pm
Millipore Corp. (Milford, MA, EUA) e filtro de seringa da Filtrilo (Colombo, PR, Brasil),

respectivamente.
2.2 MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz) (60 kg) de variedades
de polpa amarela, comumente usadas na producéo de farinha de mandioca, conhecida como
“brava” (acima de 100 mg HCN/kg de raiz fresca sem casca) (CAGNON; CEREDA,;
PANTAROTTO, 2002) foram adquiridos em triplicata (n = 3) no mercado Ver-O-Peso
localizado em Belém, Para, Brasil (latitude 01° 27" 21" e longitude 48° 30" 16"). Essas raizes

foram coletadas e processadas em abril, maio e junho de 2016 (20 kg, cada lote).
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2.3 OBTENCAO DO TUCUPI

Para obtencdo do tucupi, as raizes foram lavadas, descascadas com facas de aco
inoxidavel e lavadas novamente. As raizes descascadas foram trituradas e a massa obtida (15
kg por lote) foi prensada manualmente para extracdo da fracéo liquida - manipueira (5 L). Essas
etapas (descascamento, trituracdo e prensagem) foram realizadas no préprio local de compra
das amostras, utilizando o mesmo equipamento e condic¢Oes de processamento dos produtores
de tucupi do mercado Ver-o0-Peso. A manipueira extraida foi transportada para o laboratorio,
em embalagens plasticas (5 L) a temperatura ambiente. O transporte da amostra do mercado

para o laboratério durou, em média, 30 min.

No laboratério, a manipueira (5 L) foi colocada em um recipiente de aco inoxidavel,
previamente higienizado com solucdo de hipoclorito de sédio (100 mg/L) e realizado um
enxague novamente com agua potavel. A manipueira entdo foi submetida a um processo de
fermentacao espontanea 30 °C (temperatura ambiente da regido) durante 24 h em estufa (Q-316
M5, Quimis, Brasil). Durante a fermentacdo, aliquotas de 250 mL foram retiradas para as
determinaces analiticas, em intervalos de 4 horas, até o final da fermentagdo (24 h). Apos a
fermentacgdo, a manipueira foi submetida a coccao a ~100 °C por 10 minutos para obter o tucupi.
As definicBes das condicdes de processo para a producdo de tucupi foram baseadas no estudo

de Chisté e Cohen (2011). O tucupi foi obtido de trés diferentes lotes de manipueira (n = 3).

Todas as andlises foram realizadas em triplicata (n = 3) imediatamente ap6s a coleta das
amostras dos nove pontos do processamento do tucupi: mandioca triturada (1° ponto), na
manipueira recém-extraida (2° ponto) e manipueira apés 4, 8, 12, 16, 20 e 24 h de fermentacéo

(3° ao 8° ponto); e o produto fermentado apds coccdo (tucupi) (9° ponto).
2.4 DETERMINACOES ANALITICAS
2.4.1 Caracterizacao fisico-quimica durante a producao de tucupi

O teor de umidade (g/100 g) foi determinado por secagem em estufa a 105 °C, a acidez
foi determinada por titulagdo com NaOH 0,1 N (resultados expressos em g/100 mL de &cido
latico), os valores de pH foram obtidos por leitura direta com potencidmetro, amido total (g/100
g), e os acUcares redutores e totais (g/100 g) foram determinados pelo método Lane-Eynon
(AOAC, 1997). Os teores de sélidos soltveis foram determinados por medida direta na amostra,

em um refratdmetro digital (Q767B0, QUIMIS, Brasil) e os valores expressos em °Brix. Os
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pardmetros de cor foram medidos em um colorimetro (CR-400, Konica Minolta Sensing,
Japdo), seguindo as seguintes especificacdes: modo de reflectancia, utilizando iluminagéo
difusa, iluminante C e os angulos de 0° e de 2° referentes aos angulos de deteccdo e do
observador, respectivamente, e fonte D65. Os resultados foram expressos como coordenadas
de cor no espaco CIELAB (L*a*b*), sendo L* (luminosidade) e as coordenadas a*

(componente vermelho - verde), b* (componente amarelo - azul). Os valores Chroma () €

angulo hue (h,;,) foram calculados de acordo com as equagcdes (1) e (2):

C,=/[aFHoF (1)

h,,; = 180 + arctang (Z—) (2)

Quando [ -a*, +b*] (quadrante I1)

2.4.2 Anélise de carotenoides

A extracdo dos carotenoides da mandioca (10 g) e tucupi (10 mL) foi realizado de acordo
com Rodriguez-Amaya e Kimura (2004). Apds extracao exaustiva, uma aliquota do extrato de
carotenoides foi evaporado sob fluxo de N2 e redissolvido em éter metil terc-butilico (MTBE)

para analise de HPLC.

A anélise de HPLC-DAD foi realizada num HPLC Agilent (Agilent, Modelo 1260
Infinity, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma bomba quaternaria (G1311C), uma valvula
de injecdo Rheodyne com um loop de 20 pL, um forno (G1316A) e um detector DAD
(G1328C). Os carotenoides foram separados em uma coluna C30 YMC (5 um, 250 x 4,6 mm),
a 29°C, fluxo de 0,9 mL/min, utilizando fase mével com gradiente linear composto de MeOH:
MTBE na proporcdo de 95:5 a 70:30 em 30 min, seguido de 50:50 em 20 min (CHISTE;
MERCADANTE, 2012). Os carotenoides foram identificados de acordo com a ordem de
eluicéo na coluna C30 e co-cromatografia com os padrdes. Os carotenoides foram quantificados
a 450 nm, utilizando uma curva analitica de 6 pontos (em duplicata) para o all-trans-f3-caroteno
(1,56 - 50 pg/mL) (r?> > 0,98). O teor de carotenoides (n=3, base Umida) foi expresso em pg/

mL de manipueira e tucupi.

A Academia Nacional de Ciéncias, Instituto de Medicina (NAS-IOM) utiliza um fator
de converséo para calcular o valor da vitamina A, onde 12 pg de all-trans-p-caroteno na dieta
correspondente a 1 ug de equivalente de atividade de retinol (RAE) e a atividade utilizada foi
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de 100% para o all-trans-p-caroteno e 50% para cada isbmero cis de p-caroteno (NAS-10M,
2001).

2.4.3 Determinacdo de aminas bioativas

As aminas foram extraidas da mandioca (5 g) com 7 mL de &cido tricloroacético
(TCA) a 5%, homogeneizadas em agitador por 5 min, seguido de centrifugacdo (Jouan
Thermo MR23i, Franga) a 11180 x g a 4 °C, por 10 min. Este processo foi repetido por
mais duas vezes. Os sobrenadantes foram combinados, em baldo volumétrico, e filtrado em
papel filtro qualitativo e em membranas de 0,45 um (BRITO et al., 2017). A manipueira e
o tucupi (5 mL) foram centrifugados e filtrados em papel filtro qualitativo e em membranas
de 0,45 pum.

Nove aminas bioativas foram pesquisadas, sendo: espermidina, putrescina,
agmatina, cadaverina, serotonina, histamina, tiramina, triptamina e feniletilamina. As
aminas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
pareamento de ions, em coluna de fase reversa. Um cromatografo modelo LC-10CE, com
camara de mistura a alta pressdo, conjunto de lavagem automatica de pistdo e injetor
automatico modelo SIL-10AD VP (Shimadzu, Kioto, Japdo) foi utilizado e as aminas
foram separadas utilizando coluna Novapak C18 (3,9%300 mm, 4 um, 60 A, Waters, MA,
USA) e um gradiente de eluicdo de acetato de sodio 0,2 M e octanossulfonato de sédio 15
mM, com pH ajustado para 4,9 com acido acético glacial (fase movel A) e acetonitrila (fase
movel B) (BRITO et al., 2017).

A identificacdo das aminas foi feita por comparacdo entre os tempos de retencao e
a coeluicdo com padrdes. A quantificagdo foi feita por fluorimetria (340 e 445 nm de
excitacdo e emissdo, respectivamente) apos derivatizagdo pds-coluna com o-ftalaldeido,
utilizando curvas analiticas (duplicata) para cada amina (r> > 0,99). O contetido de aminas

bioativas (n = 3, base imida) foram expressos em mg/L de amostra.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados analiticos foram submetidos a anélise estatistica, empregando analise de
variancia (ANOVA) a 5% de significancia, teste complementar de comparacdo de médias de
Tukey (p < 0,05). Duas técnicas exploratorias multivariadas, Analise de Componentes
Principais (ACP) e Anélise de Agrupamentos Hierarquicos (ACH), foram aplicadas para avaliar
a producdo de tucupi usando o Statistica 7.0. Para a ACP, pH, acidez, agUcares redutores,
acucares totais, amido total, croma, L*, carotenoides e aminas bioativas foram usadas como
varidveis ativas, na obtencdo dos componentes principais e como variaveis suplementares
(coordenadas cromaticas a* e b*) foram projetadas no espaco. A ACP foi realizada utilizando
matriz covariancia. Para ACH, a arvore hierarquica foi obtida considerando as mesmas
variaveis ativas aplicadas a ACP e as etapas de processamento da producdo de tucupi foram
unidas pelo método de Ward’s como regra de ligacdo, considerando as distancias euclidianas

como o coeficiente de similaridade.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. MUDANCAS NAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

As raizes de mandioca utilizadas para extracdo de manipueira nos trés experimentos da
producdo de tucupi apresentaram composicdo quimica semelhante ao reportado na literatura
(LADEIRA; SOUZA; PENA, 2013; KOKO et al., 2014) quanto aos seguintes aspectos: teor de
umidade (70,68 + 3,38 g/100 g), pH (5,5 £ 0,3), acidez total (0,24 + 0,05 g/100 g &cido lactico),
acucares redutores (0,93 + 0,41 g/100 g), acUcares totais (2,20 1,13 g/100 g), sélidos soluveis
(7,24 + 0,14 °Brix) e amido total (20,42 + 5,60 g/100 g). As variacdes observadas nesses
parametros sdo aceitaveis, pois dependem do grau de maturacdo da raiz, condi¢des climaticas,
praticas de cultivo, entre outros fatores (FASUY|; ALETOR, 2005).

As mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas e nos pardmetros de cor durante a
producdo de tucupi estdo na Tabela 1. Durante a fermentacdo esponténea as principais
mudancas observadas sdo o aumento significativo na acidez e diminui¢do nos valores de pH,
tipico da fermentacéo da manipueira para a producao de tucupi, visto que o aumento da acidez
pode auxiliar na preservacio de produtos fermentados (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2007;
CHISTE; COHEN, 2011; CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016). O teor de aclcares
bem como foi observado um aumento inicial nos agucares redutores, possivelmente devido a
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hidrélise de aglUcares ndo-redutores, favorecida pela reducdo do pH e aumento da acidez do
meio (FERREIRA et al., 2013).

Né&o foram observadas mudancas no teor de sélidos solUveis, ao longo da fermentacéo
da manipueira, diferentemente do comportamento observado no teor de agucares totais, isto
pode ser atribuido a producdo de substancias sollveis, como &cidos organicos, durante a
fermentagdo (CHISTE; COHEN, 2011; CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016;
CAMPOS et al., 2017). A producéo destes acidos organicos durante este processo € atribuida a
hidrolise de carboidratos por micro-organismos fermentativos, como as bactérias lacticas
(OGUNTOYINBO; DODD, 2010; FAYEMI; OJOKOH, 2014).

O elevado teor de amido observado na manipueira antes da fermentagdo, quando
comparado aos valores durante a fermentacao (Tabela 1), é atribuido ao fato do amido estar
suspenso na manipueira durante a homogeneizacdo da amostra, enquanto que na coleta das
amostras durante a fermentacdo, o amido foi decantado. Durante a coleta, ndo foi realizada
homogeneizacdo, pois este procedimento ndo € comum durante as fermentagdes realizadas
pelos produtores de tucupi. Além disso, a homogeneizacdo poderia interferir no processo de

fermentacdo devido a aeracao da manipueira.

Durante a extracdo da manipueira, a maior parte do amido contido na massa de
mandioca é carreado com o liquido, pois a filtragdo é feita em malhas com aberturas que ndo
sdo suficientes para reter as particulas de amido (9 - 17 um) (LEONEL, 2007; LADEIRA et al.,
2013). Neste estudo, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) no teor de amido durante o
processo de fermentacdo. Assim sendo, a separacdo do amido no inicio do processo, a qual
envolveria uma etapa a mais no processamento, nao é necessaria; mas caso seja desejavel, essa
separacgdo pode ser realizada antes ou ap6s a fermentacdo, sem interferir nas caracteristicas do

produto, uma vez que o amido nédo esta contribuindo para o processo fermentativo.

A cor amarela da manipueira (Tabela 1), caracterizada pelos valores a* e b* no segundo
quadrante (—a, + b), ndo se alterou (p > 0,05) durante ¢ nem apos a fermentagéo, assim como
os demais parametros de cor, incluindo L* (luminosidade) e C;, (croma). Estes resultados
sugerem que o0s carotenoides permaneceram inalterados (MELENDEZ-MARTINEZ et al.,
2006).
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Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica e parametros de cor durante a producdo de tucupi.

Tempo de fermentacgéo (h)*

ApoOs cocgao

Propriedades Manipueira ;

P P 4 8 12 16 20 24 (Tucupi)
pH 6,01+028 586+0222 520+0,12° 450+0,06° 4,20+0,06 4,07+0,07¢ 397+0,07¢ 4,10+0,11¢
Acld‘?z . 0,02+£0,01° 0,02+0,01° 0,28+0,04> 0,68+0,24%® 089+0,35® 116+0,49% 1,33+0,39% 1,27 +0,422
(g acido lactico/100 g)

(S"E:'r?)c(’)s solveis 690+140° 682+149 661+126° 631+128° 600+131° 610+119" 504+126° 934+ 3642
g‘ﬁggrgi totals 358+037% 3504035 35040128 270+024® 208+0,39% 1624025 129+021° 1234055
g‘ﬁggrgi redutores 117+022% 137+028% 146+031% 163+032° 155+016% 134+010% 099+018" 134+ 006%
Amido total (g/100 g) 13,05+1,86% 2,92+0,54° 234+105° 223+121® 250+065° 237+111° 263+1,62> 3,97+1,88°
Parametros de cor
L* 3751 +3,20° 34,32+353% 2901+350% 30,70+2,725 32,64+4,14* 3353+190% 32,76+ 1,46% 30,37 +0,732
a* -3,77+0,99%8 -399+1,19% -422+129% -450+1,33%* -483+140° -455+169% -429+0,94% -280+ 0,55
b* 16,13+5,74* 1359+1,62% 1498+ 1,09 16,39+0,14% 17,23+1,20® 20,62 +1,93% 20,13 +6,35% 15,71 +0,23?
Qb 16,46 +5,68° 14,02+1,80% 1539+ 1,22% 16,82+ 0,26 17,71+1,33% 21,00+2,22% 20,49 + 6,29 15,95 + 0,102
h‘;b 100,85 + 2,792 103,56 + 1,682 102,42 + 1,712 102,34+ 1,55% 103,18 + 1,032 100,71 + 2,742 100,19 + 2,30% 98,37 + 3,15°

*Média (+ desvio padrdo) com letras diferentes na mesma linha sdo diferentes estatisticamente (p < 0,05; Teste Tukey).
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3.2. ALTERACOES NO TEOR DE CAROTENOIDES

O cromatograma obtido da analise de carotenoides HPLC-DAD das raizes de mandioca
utilizadas na producdo de tucupi mostrou a presenca de trés carotenos: 9-cis-p-caroteno, all-
trans-p-caroteno e 13-cis-p-caroteno, sendo o all-trans-p-caroteno o composto majoritario
(Figura 1). Esse mesmo perfil de carotenoides em raizes de mandioca ja foi reportado na
literatura (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA, 2004; FAILLA et al., 2012).
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Figura 1. Cromatograma obtido do HPLC-DAD a 450 nm dos carotenoides extraidos das raizes

de mandioca utilizadas para a producdo de tucupi.

Durante todo o processo de fermentacdo da manipueira, e também apos a coccao durante
a producdo do tucupi, o perfil cromatografico permaneceu 0 mesmo, € nenhum outro composto
associado a degradacdo dos carotenoides foi observado. Portanto, esta é a primeira vez que o
perfil de carotenoides é monitorado e quantificado (Figura 2) para caracterizar as suas

mudangas durante a producgéo do tucupi.

Na primeira etapa da produgéo do tucupi, a manipueira foi submetida a uma fermentagéo
espontanea e apos 24 h, a concentracao de all-trans-p-caroteno permaneceu constante (1,03 -
1,65 pg/mL), assim como nos isomeros 9-Cis (0,53 - 0,79 ug/mL) e 13-cis (0,30 - 0,38 pg/mL).
O teste estatistico utilizado (Tukey HSD) n&o evidenciou diferencas significativas no conteudo
de carotenoides (p > 0,05) durante as etapas de processamento. No entanto, foi observado apds
acocgdo um leve aumento em seus niveis. Essas pequenas mudancas observadas, possivelmente

se devem a concentracdo do produto, devido a remocao parcial da &gua que ocorre durante esse
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processo, uma vez que para obter o tucupi, a manipueira fermentada precisa ser submetida a
cocgéo por 10 min /~100°C (CHISTE; COHEN, 2011).
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Figura 2. Alteraces dos carotenoides durante a producdo de tucupi. Ndo houve diferenca
significativa (p> 0,05) entre os teores de 9-cis-p-caroteno, all-trans-p-caroteno e 13-cis-f3-

caroteno durante o0 processo de producéo.

Na preparacdo do fufu (massa de mandioca fermentada seguida de coccao), foi possivel
observar a isomerizagéo trans-cis do p-caroteno (THAKKAR et al., 2009). Na producdo do gari
(produto fermentado da mandioca, semelhante a farinha d’agua, amplamente consumido em
muitos paises da Africa Ocidental), estes autores observaram uma perda minima de B-caroteno
(8%) ap0s 3 dias de fermentagdo a temperatura ambiente. Porém, Chavez et al. (2007) relataram
que uma fermentacdo mais longa (7 dias) do gari, resulta numa perda de B-caroteno em torno
de 66%.

Em relacdo a atividade de provitamina A, o B-caroteno e seus cis-isbmeros sdo 0s
compostos responsaveis por esta atividade na manipueira e no tucupi, pois possuem pelo menos
um anel B-ionona ndo-substituido com uma cadeia lateral poliénica de no minimo de 11
carbonos. Como observado para os teores de carotenoides, a atividade provitamina A (expressa
como equivalente a atividade do retinol, RAE) foi semelhante durante as etapas de
processamento do tucupi, com valores variando de 0,12 pg RAE/mL (manipueira) a 0,18 pg
RAE/mL (ap6s 24 h de fermentacdo), com um leve aumento (0,35 ng RAE/mL) ap6s a cocgao

(tucupi); também devido & concentracdo do produto.
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3.3. ALTERACOES NAS AMINAS BIOATIVAS

Esta é a primeira pesquisa na identificacdo e quantificagdo de aminas bioativas no
tucupi. Entre as nove aminas bioativas investigadas somente 4 (quatro) foram detectadas
durante a producdo do tucupi, sendo: a poliamina espermidina, e a aminas biogénicas tiramina,
putrescina, histamina (Tabela 2). A manipueira foi caracterizada pela presenga apenas da
espermidina e putrescina. Este resultado é semelhante ao reportado para aminas bioativas em
mandioca cozida (GLORIA, 2005), sendo identificadas apenas a espermidina (0,16 a 0,27
mg/100 g) e a putrescina (0,08 a 0,61 mg/100 g).

Ao longo da fermentacdo, ndo houve mudanca significativa nos niveis de espermidina
e putrescina (p > 0,05). No entanto, a presenca de tiramina e histamina foi detectada a partir de
16 h de fermentacdo até o final da producdo de tucupi e os niveis de histamina permaneceram
constantes (p < 0,05) apesar da pequena reducdo observada ap0s a coc¢do; enquanto que 0s
niveis de tiramina aumentaram significativamente (p < 0,05). A presenga da espermidina e da
putrescina é esperada nos alimentos, pois sao inerentes as plantas e a todos 0s organismos vivos.
A espermidina esta envolvida no crescimento, renovacao e metabolismo celular; considerando
o fato que a putrescina ¢ um precursor obrigatério na formagdo de poliaminas (KALAC;

KRAUSOVA, 2005; KALAC, 2014).

Segundo a literatura, existem diversos micro-organismos envolvidos no inicio da
fermentacdo das raizes de mandioca, entre eles, Lactobacillus, Pediococcus, Clostridium,
Propionibacterium e Bacillus sp. (LACERDA et al., 2005; OGUNTOYINBO; DODD, 2010).
No entanto, a medida que a fermentacdo avanca, o Lactobacillus se torna predominante,
incluindo Lactobacillus plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii e L. manihotvorans
(LACERDA etal., 2005; ELIJAH et al., 2014). Estas bactérias sdo capazes de produzir tiramina
e a histamina, como uma forma de protecdo contra 0 meio acido (diminui¢do do pH), o que

pode ser prejudicial & sobrevivéncia das bactérias (GLORIA, 2005).

Alimentos fermentados, possuem condi¢fes favoraveis para a formacdo de aminas
biogénicas, tanto pela disponibilidade de amino&cidos livres quanto pela presenca de micro-
organismos com atividade descarboxilase (EFSA, 2011). Portanto, essas bactérias possuem a
capacidade de descarboxilar aminoacidos, tais como a tirosina e a histidina, para formar
tiramina e histamina, respectivamente, que podem tamponar o pH, garantindo assim
sobrevivéncia das bactérias (GLORIA, 2005; O'SULLIVAN et al., 2015).
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Tabela 2. Aminas Bioativas (mg/L) durante a producéo de tucupi.

Tempo de Fermentacéo (h)

Aminas Bioativas Apos cocgao

Manipueira 4 8 12 16 20 24 (Tucupi)
Poliaminas
Espermidina 389+134% 312+0,23" 437+168° 443+111* 543+1,64*° 464+235 510+216% 7,24+1,80°
Aminas Biogénicas
Putrescina 3,88 +1,00° 342+0,01° 3,66+1,36° 3,20+0,85 4,18+1,04* 395+142° 420+1,05 540171
Histamina nd nd nd nd 0,97 £0,67% 2,02+1,50° 4,08+291° 2,26+ 1,68
Tiramina nd nd nd nd 0,76 +0,16% 2,54 +0,29° 5,48 +0,32° 6,60+ 0,23°

*Média (+ desvio padrdo) com letras diferentes na mesma linha sédo diferentes estatisticamente (p < 0,05; Teste Tukey); nd=ndo detectado (limite de deteccao —

0,4 mg/L).
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A presenca de tiramina, histamina e putrescina podem ser um indicativo de qualidade
em produtos fermentados, pois essas aminas sdo resultantes de matéria-prima de baixa
qualidade e/ou condicdes higiénico-sanitarias inadequadas (GLORIA, 2005; MOHEDANO et
al., 2015). Nas primeiras 12 horas de fermentagdo, somente a espermidina e a putrescina foram
detectadas (Tabela 2). No entanto, a partir de 16 h de fermentagdo até o fim do processo, a
contribuicdo da histamina e da tiramina para os niveis totais tornou-se evidente. Além disso, a
coccdo ndo reduziu o conteddo das aminas biogénicas, 0 que pode ser atribuido a sua alta
estabilidade a processos termicos (GONZAGA et al., 2009; TAPINGKAE et al., 2010).

Este fato representa uma preocupacdo, uma vez que essas aminas biogénicas tém sido
envolvidas em casos de intoxicacdo alimentar (EFSA, 2011). Logo, ha uma necessidade de
entender como e porgué essas aminas sao formadas, uma vez que sua formacéo deve ser evitada.
Os niveis de histamina presentes no tucupi foram abaixo dos limites estabelecidos para peixes
100 mg/kg (GLORIA, 2005).

No entanto, de acordo com EFSA (2011), os niveis de histamina para causar efeitos
adversos a salde sdo: 50 mg de histamina para individuos saudaveis, mas esse limite pode ser
reduzido caso haja casos de intolerancia a histamina; e para tiramina sdo 600 mg de tiramina
para individuos saudaveis que ndo tomam medicamentos inibidores da monoamino oxidase
(MAOI), porém 50 mg para aqueles que tomam medicamentos da terceira geracdo MAOI e 6
mg para aqueles que tomam medicamentos MAOI cléssicos. Portanto, os niveis de histamina
(2,26 mg/kg) e tiramina (6,60 mg/kg) observados sdo preocupantes para individuos com
intolerdncia a histamina e também para individuos que consomem medicamentos MAOI

classicos.

Os limites toxicoldgicos para as aminas biogénicas em alimentos séo dificeis de serem
estabelecidos, devido as grandes variagcdes intrinsecas intra e interindividuais na sensibilidade
de cada individuo ou a interferéncia concomitante de inibidores do sistema de detoxificacéo,
como medicamentos antidepressivos ou alcool (SPANO et al., 2010). Além disso, a presenca
de outras aminas biogénicas, como a putrescina e a cadaverina, pode aumentar a toxicidade da
histamina (EMBORG; DALGAARD, 2006). A presenca de histamina em um alimento,
dependendo da sua concentracdo, pode causar sintomas como dor de cabeca, secre¢do nasal,
broncoespasmo, taquicardia, hipotensdo, edema (palpebras), urticaria, prurido, rubor e asma. A
intoxicacdo por tiramina pode resultar em enxaquecas e crises hipertensivas (EFSA, 2011).
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Chisté, Cohen e Oliveira (2007) e Campos et al. (2016) avaliaram tucupis comerciais e
concluiram que ndo h& padronizagdo no processo de producdo deste produto. Foram observadas
grandes variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, indicando deficiéncias
durante o processamento. Fatores como condi¢Oes sanitarias precarias das unidades de
producdo podem afetar os padrbes de qualidade e seguranga alimentar. Portanto, a
implementacdo de Boas Préticas de Fabricacdo e Manipulacdo durante a produgdo de tucupi
juntamente com identificacdo e quantificacdo de aminas biogénicas seriam relevantes para

garantir a qualidade e seguranca do produto.

3.4. CLASSIFICACAO DAS ALTERACOES DURANTE A PRODUCAO DE TUCUPI POR
ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Na analise por componentes principais (ACP), os dois primeiros componentes
principais, juntos, explicam aproximadamente ~77% da variancia dos dados, levando em

consideracdo, as caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez total, acUcar total e redutor e amido

*

total), pardmetros de cor (L*, C,;, h;b), teores de carotenoides e aminas bioativas (Figura 3).
Na Figura 3a, foram observadas correlagdes negativas entre o pH e o contetido de tiramina (r =
-0,66), histamina (r = -0,73), putrescina (r = -0,48) e espermidina (r = -0,72). Essas correlacGes
estdo de acordo com a afirmativa reportada por Gldria (2005), uma vez que em meio &cido, a
producdo de aminas € estimulada como mecanismo de protecdo de bactérias ao ambiente acido.
De fato, os niveis de pH observados neste grupo (4,5 a 3,97) (Tabela 1) sdo altamente favoraveis

a producdo de aminas biogénicas.

Ao agrupar os diferentes estadgios da producdo de tucupi (Figura 3b), conforme
evidenciado pela analise de agrupamentos hierarquicos (HCA) (Figura 3c) baseado em
semelhancas, o primeiro grupo foi formado pela manipueira e as amostras obtidas apds 4 h, 8 h
e 12 h de fermentacdo devido aos altos valores de pH, agUcares totais e redutores e amido total
neste estagio de processamento, como era esperado. O segundo grupo incluiu manipueira apos
16 h, 20 h e 24 h de fermentacéo, as quais foram caracterizadas pela formagéo de tiramina e

histamina (aminas biogénicas), bem como os maiores valores de croma (C,;,) e acidez.

Finalmente, o ultimo grupo, composto pela etapa final da produgdo de tucupi
(manipueira apés 24 h de fermentacdo e submetida a coccdo) foi discriminada das demais
amostras (Figura 3b e Figura 3c) devido aos maiores teores de sélidos solGveis, espermidina,

putrescina e carotenoides (13-cis-p-caroteno, all-trans-p-caroteno e 9-cis-p-caroteno).
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A anélise por componentes principais (ACP) classificou o processo de producéo do
tucupi em diferentes estagios de acordo com os parametros avaliados (caracteristicas fisico-
quimicas, aminas bioativas e carotenoides). A separacdo em grupos permite identificar qual
grupo deve ter um maior controle, principalmente em relacdo as aminas biogénicas e aos

carotenoides, que sdo o foco deste trabalho, devido ao interesse pela nutricdo e saide humana
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0.5 -

0.0 -

Fator2: 18,92%
Fator 2: 18,92%

-0.5

“10lb ® Variaveis ativas B . A
O Vatiaveis Suplementares 4 " L . ,Ativas

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -10 -8 -6 -4 2 0 2 4 6 8
Fator 1 : 55,75% Fator 1: 55,75%

Método Ward's

Manipueira

4 horas

8 horas

12 horas ———

15 thaS }

20 horas

24 horas

Apos Cocgdo

0 2 4 6 8 10 12
Distancia entre os grupos

Figura 3. Classificacdo dos diferentes estagios de producdo de tucupi afetados pelas
caracteristicas fisico-quimicas, teores de carotenoides e aminas bioativas. (a) Projecdo das
variaveis por Analise de Componentes Principais (ACP); e (b) Dispersdo das amostras dos

diferentes estagios de producéo de tucupi pelo PCA (c) Dendrograma pela anélise.
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4 CONCLUSAO

Pela primeira vez, foi avaliado o perfil de aminas bioativas e carotenoides durante a
producdo de tucupi. Os perfis de all-trans-p-caroteno, 9-cis-p-caroteno e 13-cis-p-caroteno
foram monitorados nas raizes de mandioca e durante a producéo de tucupi, e nenhuma alteracédo
notdvel foi observada. Uma poliamina e uma amina biogénica foram identificadas na
manipueira (espermidina e putrescina) e duas aminas biogénicas foram formadas durante o
processo de fermentacao do tucupi (tiramina e histamina). A analise por componentes principais
evidenciou trés momentos distintos na producdo do tucupi: 0 primeiro consiste na manipueira
até 12 h de fermentacéo, o segundo refere-se ao final do processo de fermentacéo (16 a 24 h) e
finalmente o terceiro momento refere-se ao produto apds coccdo (tucupi). Estes resultados
sugerem a necessidade de um controle mais efetivo nas condic¢des higiénico-sanitarias durante
a fermentacdo da manipueira, a fim de produzir um tucupi com baixos niveis de aminas
biogénicas com intuito de garantir um produto com alta qualidade. Com base nesses resultados,
sd0 necessarios estudos sobre a identificagdo molecular dos micro-organismos responsaveis
pela fermentacdo espontanea da manipueira, para obtencdo do tucupi. Tal conhecimento, ird
permitir o desenvolvimento de uma cultura starter adequada para a sua producdo com qualidade

e seguranca.
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CAPITULO IV- IDENTIFICACAO DE BACTERIAS LACTICAS E AMINAS BIOATIVAS
DURANTE A FERMENTACAO ESPONTANEA DA MANIPUEIRA PARA A OBTENCAO
DO TUCUPI

RESUMO

Estudos relacionados a microbiota envolvida na producdo do tucupi sdo escassos na literatura
cientifica, embora pesquisas apontem as bactérias acido lacticas, como 0s micro-organismos
dominantes na fermentacdo da mandioca. Adicionalmente, as bactéricas lacticas possuem genes
produtores de aminas biogénicas. Assim, devido a falta de informacé@o sobre o tema, esta
pesquisa teve como objetivo isolar e identificar as bactérias lacticas, durante a fermentacéo da
manipueira para a obtencao do tucupi, bem como estabelecer uma correlacdo com as aminas
bioativas formadas durante o processo. Para tal, técnicas de sequenciamento e comparacgéo de
sequéncias, em bases de dados virtual do GenBank, a nivel de similaridade superior de 95%,
foram utilizadas para identificar as bactérias lacticas durante a fermentacdo da manipueira.
Foram identificadas duas espécies de bactérias lacticas, o Lactobacillus fermentum e o
Lactobacillus plantarum, sendo que o primeiro foi a espécie bacteriana predominante durante
as 24 horas de fermentacdo da manipueira. Em relagdo as aminas, foram identificadas uma
poliamina (a espermidina) e duas aminas biogénicas (a putrescina e a histamina), as quais nao
afetaram a sobrevivéncia das bactérias. Sugere-se que novas pesquisas genéticas sejam
realizadas, afim de verificar se as bactérias lacticas identificadas possuem 0s genes responsaveis
pela descarboxilacdo de aminoacidos, formando assim as aminas biogénicas, bem como,
verificar a presenca de outros micro-organismos durante o processo de fermentacdo da

manipueira, tais como as leveduras.

Palavras-chaves: Micro-organismos, aminas biogénicas, Manihot esculenta, biologia

molecular.
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1 INTRODUCAO

A partir das raizes de mandioca é possivel produzir uma infinidade de produtos, dentre
0s quais se destaca a farinha de mandioca (massa de mandioca triturada, prensada e torrada).
Durante a prensagem da massa para a producdo da farinha é gerada a manipueira (residuo
liquido), que submetida a fermentacdo esponténea, por até 24 horas, seguida de coccdo, da
origem ao tucupi. Esse produto € um ingrediente tradicional da cultura amazo6nica, muito
utilizado na culinéria regional e com grande potencialidade para uso na industria de alimentos
(CHISTE; COHEN, 2011; CAMPOS; CARVALHO; MATTIETTO, 2016, PIRES; PENA,
2017; COSTA et al., 2017, COSTA; CARMO; PENA, 2018).

Embora sejam poucas as informacdes sobre o processo de fermentagdo da manipueira,
para produzir o tucupi, pesquisas apontam as bactérias acido lacticas como 0s micro-
organismos predominantes na fermentacdo da mandioca. Assim, acredita-se que a fermentacéo
da manipueira seja realizada por bactérias lacticas e leveduras, uma vez que estes micro-
organismos sdo tolerantes aos baixos niveis de pH observados durante a fermentacao (6,0-4,0)
(CHISTE; COHEN, 2011; ABRIBA et al., 2012). Alguns estudos realizados com a manipueira,
para identificar as espécies de bactérias presentes, demonstraram que, de modo geral, ha
predominancia de bactérias lacticas do género Lactobacillus (AVANCINI et al., 2007, ELIJAH
etal., 2014).

As bactérias lacticas possuem um papel importante na fermentacéo, pois intensificam o
processo fermentativo e sdo responsaveis pela acidificacdo do meio, o que contribui para a
definicdo das caracteristicas desejaveis do produto fermentado. Essa acidificacdo atua também
como um fator limitante para o crescimento e sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos
(ABRIBA et al., 2012; TETCHI et al., 2012). Por outro lado, as bactérias lacticas possuem
genes que sintetizam aminas biogénicas, o que nao é desejavel em processos fermentativos de
alimentos, uma vez que essas aminas em elevadas concentraces podem oferecer riscos a saude
do consumidor (ELSANHOTY; RAMADAN, 2016).

A inexisténcia de dados na literatura cientifica sobre as bactérias lacticas envolvidas na
producdo do tucupi motivou esta pesquisa, que tem por objetivo isolar e identificar as bactérias
lacticas, durante a fermentagdo da manipueira, para a obtencao do tucupi, bem como identificar

as aminas bioativas que ocorrem durante este processo.

93



2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz) (30 kg) de variedades
de polpa amarela, adquiridas em triplicata (n = 3) no mercado Ver-O-Peso, localizado em
Belém, Par4, Brasil (latitude 01°2721" e longitude 48°30'16"). Essas raizes foram coletadas e

processadas em outubro, novembro e dezembro de 2018 (10 kg por lote).
2.2 FERMENTACAO DA MANIPUEIRA

Para obtencdo da manipueira, as raizes foram lavadas com agua potavel, descascadas
com facas de ago inoxidavel e lavadas novamente. As raizes descascadas foram trituradas e a
massa obtida (8 kg por lote) foi prensada manualmente para extragcdo da manipueira (4 L). Essas
etapas (descascamento, trituracdo e prensagem) foram realizadas no proprio local de compra
das amostras, usando o mesmo equipamento e condi¢fes de processamento dos produtores de
tucupi do mercado Ver-o0-Peso. A manipueira extraida foi transportada para o laboratério, em
embalagens plasticas de 5 L a temperatura ambiente. O transporte da amostra do mercado para

o laboratério durou, em média, 30 min.

No laboratdrio, a manipueira (4 L) foi colocada em um recipiente de aco inoxidavel,
previamente sanitizado com solugdo de hipoclorito de s6dio (100 mg/L) e enxaguado com agua
potavel. A manipueira foi entdo submetida a um processo de fermentacdo espontanea a 30°C
(temperatura ambiente média da regido) durante 24 h, em estufa (Q-316 M5, Quimis®, Brasil),
no qual foram retiradas aliquotas no tempo 0 h (inicio), 12 h (meio) e 24 h (final) de
fermentacdo, esta etapa foi realizada de forma asséptica e com materiais esterilizados. As
analises microbioldgicas foram realizadas imediatamente ap6s a coleta, e para a determinacgéo
das aminas bioativas, as amostras foram acondicionadas em embalagens pléasticas de 50 mL

e armazenadas sob congelamento (-18°C) até a realizacdo da anélise.
2.3 ISOLAMENTO DAS BACTERIAS LACTICAS (BAL)

Para a obtencao dos isolados, aliquotas de 25 mL da manipueira foram homogeneizadas
manualmente, por 2 min, em 225 mL de agua peptonada salina 0,1% (Kasvi®, Brasil), obtendo-
se a diluicdo 10, A partir desta diluicdo foram realizadas diluigdes decimais seriadas até 108

Para enumeracao das bactérias lacticas foi utilizada a técnica de inoculagdo pour plate, na qual
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aliquotas de 1 mL de cada diluicdo seriada foram inoculadas em placas de petri estéreis,
acrescidas de meio Agar Man Rogosa e Sharpe (MRS, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA),
adicionado de cicloheximida (Inlab®, Séo Paulo, SP, Brasil), para a inibi¢ao do crescimento de
fungos. As placas foram incubadas invertidas, em estufa bacteriologica a 35,0 + 2,0 °C por 72
h (APHA, 2001).

De cada placa contendo entre 25 e 250 col6nias, foram retirados 35% desta contagem
de colénias (CAMU et al., 2007) e submetidas a coloracdo de gram e a prova de catalase,
utilizando perdéxido de hidrogénio 2%. Colbnias catalase negativa e gram positivas, com
formato microscépico de cocos ou bacilos foram isoladas e purificadas duas vezes pela técnica
de esgotamento, em placas de petri contendo Agar MRS (Sigma-Aldrich®). Uma sobrecamada
do mesmo meio foi adicionada para formacdo de um ambiente anaerdbico, sendo o conjunto
incubado a 35,0 + 2,0 °C por 72 h. Os resultados para contagem foram expressos em Unidades

Formadoras de Col6nias por mL de manipueira (UFC/mL).
2.4 IDENTIFICAC}AO MOLECULAR
2.4.1 Extracdo do DNA genbmico das bactérias

Apbs a purificacdo, 0 DNA das coldnias de bactérias foi extraido pela metodologia
proposta por Sambrook et al. (2001), utilizando fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1,
Sigma-Aldrich®,). O DNA extraido foi armazenado a -18 °C até 0 momento da realizagao das

etapas posteriores.
2.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido bacteriana do gene 16S foi amplificada pela realizacdo da etapa de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), na qual 2 uL de DNA previamente descongelado e em
temperatura ambiente (=25 °C), foram adicionados a 23 pL da solu¢do contendo 16,4 uL de
agua MilliQ, 2,5 uL de solugdo tampao 10x (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), 1 puL de mix
dNTP (Qiagen®, Hilden, Alemanha), 2 pL de cloreto de magnésio (MgCl. — 50 mM,
Invitrogen®), 0,1 uL de Tag DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen®) e 0,5 puL de cada primer
616f (Invitrogen®) (5> — TTAAAAVGYTCGTAGTYG — 3°) e 907r (Invitrogen®) (5° —
CCGTCAATTCMTTTGAGTTT - 3°) (LANE, 1991; HUGERTH et al, 2014), em

concentragéo de 10 pmol, totalizando 25 pL.
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Os microtubos com todos os componentes foram submetidos a PCR, utilizando
termociclador automético (LabTrace®, mod. K960) programado para as reacOes de
desnaturacdo inicial a 95 °C/5 min, 35 ciclos de desnaturacao (95 °C/1 min), anelamento (58
°C/1 min), extensdo (72 °C/1 min), extensdo final (72 °C/5 min) e resfriamento (4 °C/x). Os
produtos da PCR foram purificados com o kit de purificagdo PCR-clean up (Axygen®, AP-
PCR-250), seguindo as normas do fabricante.

A identificacdo molecular foi realizada a partir de reac6es bidirecionais sequenciadas e
analisadas em sequenciador ABI-Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Foster
City, CA, USA). A qualidade das sequéncias foi avaliada com o software FinchTv 1.4.0
(Geospiza®) e comparadas com o grau de identidade, a partir do banco de dados virtual
GenBank® (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

2.5 DETERMINACAO DE AMINAS BIOATIVAS

Para a extragdo das aminas, foram utilizados 5 mL de manipueira foi com 7 mL de
acido tricloroacetico (TCA) a 5%. Essa mistura foi homogeneizada em agitador (5 min),
seguido de centrifugacdo (Jouan Thermo MR23i, Franca) a 11180 x g a 4 °C, por 10 min.
O sobrenadante foi filtrado em papel filtro qualitativo e em membranas de 0,45 um (BRITO
etal., 2017).

Nove aminas bioativas foram pesquisadas, sendo: espermidina, putrescina,
agmatina, cadaverina, serotonina, histamina, tiramina, triptamina e feniletilamina. As
aminas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
pareamento de ions, em coluna de fase reversa. Um cromatografo modelo LC-10CE, com
camara de mistura a alta pressdo, conjunto de lavagem automatica de pistdo e injetor
automético modelo SIL-10AD VP (Shimadzu, Kioto, Japao) foi utilizado. As aminas foram
separadas utilizando coluna Novapak C18 (3,9x300 mm, 4 um, 60 A, Waters, MA, USA)
e um gradiente de eluicdo de acetato de sédio 0,2 M e octanossulfonato de s6dio 15 mM,
com pH ajustado para 4,9, com &cido acético glacial (fase mdvel A) e acetonitrila (fase
movel B) (BRITO et al., 2017).

A identificacdo das aminas foi feita por comparacao entre os tempos de retencdo e
a co-eluicdo com padrdes. A quantificagdo foi feita por fluorimetria (340 e 445 nm de

excitacdo e emissdo, respectivamente) apos derivatizagdo pos-coluna com o-ftalaldeido,

96



utilizando curvas analiticas (duplicata) para cada amina (r? > 0,99). O teor de aminas
bioativas (n = 3, base imida) foi expresso em mg/L de amostra.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados analiticos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) a 5% de
significancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05); utilizando o
software Statistica 7.0® (STATSOFT INC., 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 MICROBIOTA DA PRODUCAO DO TUCUPI

A fermentacdo da manipueira para producdo do tucupi € um processo espontaneo, cuja
microbiota ainda ndo é bem conhecida. Assim, este é o primeiro estudo que identificou as
bactérias lacticas que estdo envolvidas no processo fermentativo da manipueira para a producao
do tucupi. Foi dado énfase as bactérias lacticas, pois diversas pesquisas reportam que ha uma
predominancia desta classe de micro-organismos na producéo de alimentos fermentados a base
de mandioca (COULIN et al., 2006; KOSTINEK et al., 2007; CRISPIM et al., 2013; FREIRE;
RAMOS; SCHWAN, 2015), e também pelo fato de serem possiveis produtoras de aminas
biogénicas (MORACANIN et al., 2015; HENRIQUEZ-AEDO et al., 2016).

Foram isoladas 19 bactérias lacticas ao longo da fermentacdo da manipueira, no tempo
0 hora (n =10), 12 horas (n = 4) e 24 horas (n=5). Com relacdo a contagem da populacédo de
bactérias lacticas (BAL), foi observado que durante a fermentacdo os valores permaneceram
entre 107 e 108 UFC/mL até o final do processo. A contagem na manipueira foi de 1,5x10’
UFC/mL e ao atingir 12 horas de processo, esta populacio bacteriana aumentou ~96% (4,2x108
UFC/mL) e permanenceu constante até o final da fermentacéo (5,8x10% UFC/mL (p > 0,05).
Estes resultados confirmam a presenca de bactérias lacticas durante todo o processo

fermentativo.

Diante disso, foram identificadas, por meio de técnicas de sequenciamento e
comparacao de sequéncias em bases de dados virtual do GenBank, em nivel superior a 95% de
similaridade, duas espécies de bactérias lacticas: o Lactobacillus fermentum e o Lactobacillus

plantarum. A distribuicdo das espécies encontradas durante o0 processo, expressa em
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porcentagem, é apresentada na Tabela 1, onde é possivel observar que o L. plantarum esteve
presente apenas no inicio do processo fermentativo, e representou apenas 20% dessa espécie de
bacteéria lactica; sendo os 80% restantes representados pelo L. fermentum. Esta bactéria, por sua
vez, esteve presente em todas as etapas do processo: no inicio (0 h), no meio (12 h) e no fim da
fermentacgdo (24 h). O L. fermentum foi a Unica bactéria lactica presente no mosto, a partir das

12 horas de fermentacéo.

Tabela 1. Identificacdo molecular das bactérias lacticas isoladas da fermentacéo da manipueira

Material Espécie Acesso Similaridade (%0)*
Manipueira
1 Lactobacillus fermentum MK®640639.1 94,76
2 Lactobacillus plantarum MK616469.1 100
3 Lactobacillus fermentum MK®640639.1 99,44
4 Lactobacillus fermentum MK640639.1 100
5 Lactobacillus fermentum MK640639.1 93,19
6 Lactobacillus fermentum MH817767.1 98,41
7 Lactobacillus fermentum MK640639.1 99,41
8 Lactobacillus fermentum MK640639.1 99,46
9 Lactobacillus plantarum MK®616469.1 98,05
10 Lactobacillus fermentum MK639007.1 98,84
Tempo fermentagéo

12 horas
1 Lactobacillus fermentum MK640639.1 100
2 Lactobacillus fermentum MK640639.1 100
3 Lactobacillus fermentum MK639007.1 99,44
4 Lactobacillus fermentum MK®640639.1 98,92

Tempo fermentacao

24 horas
1 Lactobacillus fermentum CP035055.1 95,55
2 Lactobacillus fermentum MF108112.1 96,47
3 Lactobacillus fermentum MH175491.1 93,87
4 Lactobacillus fermentum MK640639.1 98,76
5 Lactobacillus fermentum MK640639.1 99,23

! Porcentagem de similaridade com as bactérias lacticas disponiveis no GenBank®.

De acordo com Lacerda et al. (2005), a fermentacdo da mandioca é tipicamente l4ctica,
porém diversos tipos de micro-organismos estdo presentes no inicio do processo. Porém, a
medida que a fermentacdo avanca, ocorre uma sucessdo desses micro-organismos pelas

bactérias lacticas, predominando o género Lactobacillus. Ampe, Sirvent e Zakhia (2001)
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sugeriram que essa sucessao € determinada pelas sensibilidades dos micro-organismos iniciais

as condices acidas do meio, que ocorrem com 0 avango do processo fermentativo.

A elevada contagem de bactérias lacticas presente na manipuiera (1,5x10" UFC/mL)
pode ser atribuida ao fato de que, durante as etapas de processamento do tucupi, onde as boas
préricas de fabricagdo sdo insastifatorias em algumas unidades processadoras, uma vez que a
maior parte da producéo ainda ocorre de maneira artesanal. Colehour et al. (2014) reporta que
as bactérias lacticas que realizam a fermentacdo da mandioca podem ser provenientes da
matéria-prima, poeira transportada pelo ar, equipamentos e utensilios utilizados na fermentacéo

ou podem ser introduzidas pelos manipuladores.

Elijah et al. (2014) realizaram a caracterizagdo molecular de espécies bacterianas
associadas aos residuos da mandioca, e dentre estes residuos, observaram na manipueira uma
diversidade bacteriana, sendo que dentre as 26 espécies de bactérias detectadas, o L. fermentum
foi a espécie dominante, seguido do L. plantarum, uma vez que a predominancia do L.
fermentum foi semelhante ao comportamento obtido no estudo. Ao longo da fermentagéo
espontanea, 0s micro-organismos que melhor se adaptam ao meio ambiente e exibem a maior
taxa de crescimento, dominam o processo de fermentacdo (HOLZAPFEL, 2002). O controle de
fermentagdes espontaneas, como a que ocorre na producdo do tucupi, é dificil devido a
ocorréncia de uma sucessao de flora microbiana e as maltiplas atividades dos micro-organismos
(AMMOR; MAYO, 2007; DI CAGNO et al., 2013).

3.2 AMINAS NA PRODUCAO DO TUCUPI

Os Lactobacillus sdo relatados como fortes produtores de aminas biogénicas, em
diferentes alimentos fermentados (SPANO et al., 2010). No acompanhamento do processo de
fermentagdo da manipueira foram identificadas trés aminas bioativas, uma poliamina (a
espermidina) e duas aminas biogénicas (a putrescina e a histamina) (Figura 2). Estes resultados
estdo de acordo com Brito et al. (2019), que identificaram uma poliamina (a espermidina) e trés
aminas biogénicas (a putrescina, a histamina e a tiramina) nas etapas de produc¢éo do tucupi. O
fato de Brito et al. (2019) terem observado uma terceira amina biogénica, a tiramina, pode ser
atribuido & dificuldade no controle da fermentagdo na manipueira, por ser um processo
espontaneo. Adicionalmente, a deficiéncia nas Boas Praticas de Fabricacdo dos locais de

producéo do tucupi, pode contribuir para as mudancas observadas no perfil de aminas bioativas.
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Figura 1. Perfil e teor das aminas bioativas identificadas durante a fermentacdo da manipueira

para a producdo do tucupi.

Seguindo a mesma tendéncia observada por Brito et al. (2019), ndo houve mudanca
significativa nos teores de espermidina e putrescina (p > 0,05) ao longo da fermentacdo. A
presenca destas aminas € justificavel, pelo fato das mesmas serem inerentes as plantas e a todos
0s organismos Vvivos. A espermidina esta envolvida no crescimento, renovacao e metabolismo

celular; e a putrescina é um precursor obrigatério na formagdo de poliaminas (KALAC;
KRAUSOVA, 2005; KALAC, 2014).

A espermidina e a putrescina foram observadas em todas as etapas do processo de
fermentacdo da manipueira, com concentragdes médias de 2,58 mg/L e 2,47 mgl/L,
respectivamente. Os perfis destas aminas sdo semelhantes, mas as concentracdes sdo inferiores
as reportadas por Brito et al. (2019), que encontraram concentra¢Ges médias de 4,43 mg/L para
espermidina e 3,78 mg/L para putrescina. As diferencas observadas nas concentracdes das
aminas podem ser atribuidas a capacidade dos micro-organismos de descarboxilar aminoacidos,
a qual é altamente variavel, e dependente ndo apenas das espécies, mas também da linhagem
do micro-organismo e das condi¢cbes ambientes (COTON et al., 1998; MARCOBAL et al.,
2006).

Segundo Gloria (2005), as bactérias lacticas sdo capazes de produzir a tiramina e a
histamina, como uma forma de protecdo contra 0 meio acido (diminuicdo do pH), que ocorre

durante a fermentacdo; o que pode ser prejudicial & sobrevivéncia das bactérias. Porém, no
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presente estudo ndo ha evidéncias de que a formacédo da tiramina e da histamina tenham sido
prejudiciais a sobrevivéncia das bactérias lacticas identificadas, uma vez que houve um
aumento na contagem das bactérias durante a fermentacao, de 1,5 x 10" UFC/mL para 5,8x108
UFC/mL. Como pode ser observado na Figura 2, a histamina por ser um metabolito secundéario
(WINK, 2018), s6 foi formada na fase final da fermentacéo, onde os niveis de pH sdo mais

baixos, elevando a acidez.

O L. fermentum e o L. plantarum, identificados durante o processo de fermentacéo da
manipueira, ttm a capacidade de descaboxilar aminoacidos e, assim, podem produzir a
histamina, a tiramina e a putrescina (GLORIA, 2005). Neste trabalho, apenas foi realizada a
identificacdo das bactérias lacticas, porém é necessario relacionar a presenca de genes que
codificam a descarboxilase, com capacidade de sintetizar aminas, destes micro-organismos
(LUCAS et al., 2005; EFSA, 2011; GUO et al., 2015). Landete et al. (2007) observaram uma
correlagdo de 100% entre a presenca dos genes de histidina descarboxilase, tirosina
descarboxilase e ornitina descarboxilase, e a produgdo de histamina, tiramina e putrescina,

respectivamente.
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4 CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo em que foi realizada a identificacdo das bactérias lacticas
atuantes na fermentacdo da manipueira, para a producdo do tucupi. Apenas as espécies
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fementum, foram identificadas durante todo o processo
de fermentacéo, sendo que a primeira s6 foi identificada no inicio do processo de fermentacéo.
Adicionalmente, foram identificadas trés aminas bioativas, sendo uma poliamina (a
espermidina) e uma amina biogénica (a putrescina), durante todo o processo de fermentacao, e
a amina biogénica histamina, apenas na etapa final da fermentacao. N&o foi evidenciado que as
aminas identificadas tenham afetado a sobrevivéncia das bactérias, uma vez que a contagem
destes micro-organismos apresentou um aumento de ~96% nas primeiras 12 horas, e se manteve
constante até o fim do processo. Embora a literatura aponte para uma correlacdo entre as
bactérias laticas e a produgdo das aminas biogénicas, pesquisas genéticas sdo necessarias, para
comprovar a capacidade das bactérias L. plantarum e L. fementum identificadas na fermentacéo
da manipueira, de codificar a descarboxilase, para poder sintetizar as aminas biogénicas.
Estudos para a investigar a presenca de leveduras durante o processo de fermentacdo da

manipueira, para a producdo do tucupi, também sdo relevantes.

102



5 REFERENCIAS

ABRIBA, C.; HENSHAW, E. E.; LENOX, J.; EJA, M.; IKPOH, 1. S.; AGBOR, B. E.
Microbial succession and odour reduction during the controlled fermentation of cassava tubers
for the production of “foofoo”, a staple food consumed popularly in Nigeria. Journal of
Microbiology and Biotechnology Research, v. 2, n. 4, p. 500-506, 2012.

AMMOR, M. S.; MAYO, B. Selection criteria for lactic acid bacteria to be used as functional
starter cultures in dry sausage production: An update. Meat Science, v. 76, n.1, p. 138-146,
2007.

AMPE, F.; SIRVENT, A.; ZAKHIA, N. Dynamics of the microbial community responsible for
traditional sour cassava starch fermentation studied by ‘Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis’ and ‘Quantitative TRNA Hybridization’. International Journal of Food
Microbiology, v. 65, p. 45 — 54, 2001.

APHA - American Public Health Association Vanderzant C, Splittstoesser DF. 1992.
Compendium of methods for the microbiological examination of foods. (3rd ed.). Washington,
DC.

AVANCINI, S. R. P.; FACCIN, G. L.; VIEIRA, M. A.; ROVARIS, A. A.; PODESTA, R.;
TRAMONTE, R.; SOUZA, N. M. A.; AMANTE, E. R. Cassava starch fermentation
wastewater: Characterization and preliminary toxicological studies. Food and Chemical
Toxicology, v. 45, p. 2273-2278, 2007.

BRITO, B. N. C.; CHISTE, R. C.; LOPES, A. S.; GLORIA, M. B. A.; PENA, R. S. Influence
of spontaneous fermentation of manipueira on bioactive amine and carotenoid profiles during
tucupi production. Food Research International, v. 120, p. 209-216, 2019.

BRITO, B. N. C.; CHISTE, R. C.; PENA, R. S.; GLORIA, M. B. A.; LOPES, A. S. Bioactive
amines and phenolic compounds in cocoa beans are affected by fermentation. Food Chemistry,
v. 228, p. 484-490, 2017.

CAMPQOS, A. P. R,; CARVALHO, A. V.; MATTIETTO, R. A. Efeito da fermentacéo e
coccdo nas caracteristicas fisico-quimicas e teor de cianeto durante o processamento de
tucupi, Belém, PA: Embrapa Amazonia Oriental, 2016. 23 p. (Embrapa Amazdnia Oriental.
Documentos, 107). Versdo eletronica.

CAMU, N.; DE WINTER, T.; VERBRUGGHE, K.; CLEENWERCK, I.; VANDAMME, P.;
TAKRAMA, J. S.; VANCANNEYT, M.; DE VUYST, L. Dynamics and biodiversity of
populations of lactic acid bacteria and acetic acid bacteria involved in spontaneous heap
fermentation of cocoa beans in Ghana. Applied and environmental microbiology, v. 73, n. 6,
p. 1809-1824, 2007.

CHISTE, R. C.; COHEN, K. O. Teor de cianeto total e livre nas etapas de processamento do
tucupi. Revista Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, v. 70, n. 1, p. 41-6, 2011.

COLEHOUR, A. M.; MEADOW, J. F.; LIEBERT, M. A.; CEPON-ROBINS, T. J.; GILDNER,
T. E.; URLACHER, S. S.; BOHANNAN, B. J. M.; SNODGRASS, J. J.; SUGIYAMA, L. S.

103



Local domestication of lactic acid bacteria via cassava beer fermentation. PeerJ, v. 2, p. e479,
2014.

COSTA, T. S.; CARMO, J. R.; BRAGA, A. C. C.,; PENA, R. S. Tucupi creamy paste:
development, sensory evaluation and rheological characterization. Food Science and
Technology, v. 37, n. 1, p. 115-124, 2017.

COSTA, T. S.; CARMO, J. R.; PENA, R. S. Powdered tucupi condiment: sensory and
hygroscopic evaluation. Food Science and Technology, v. 38, n. 1, p. 33-40, 2018.

COTON, E.; ROLLAN, G.; BERTRAND, A.; LONVAUD-FUNEL, A. Histamine-producing
lactic acid bacteria in wines: early detection, frequency, and distribution. American Journal
of Enology and Viticulture, v. 49, p. 199-204, 1998.

COULIN, P.; FARAH, Z.; ASSANVO, J.; SPILLMANN, H.; PUHAN, Z. Characterization of
the microflora of attiéké, a fermented cassava product, during traditional small-scale
preparation. International Journal of Food Microbiology, v. 106, p. 131-136, 2006.

CRISPIM, S. M.; NASCIMENTO, A. M. A.; COSTA, P. S.; MOREIRA, J. L. S.; NUNES, A.
C.; NICOLI, J. R.;; LIMA, F. L.; MOTA, V. T.; NARDI, R. M. D. Molecular identification of
Lactobacillus spp. associated with puba, a Brazilian fermented cassava food. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 44, n. 1, p. 15-21, 2013.

DI CAGNO, R.; CODA, R.; DE ANGELIS, M.; GOBBETTI, M. Exploitation of vegetables
and fruits through lactic acid fermentation. Food Microbiology, v. 33, n. 1, p. 1-10, 2013.

EFSA (European Food Safety Authority) 2011. Scientific opinion on risk based control of
biogenic amines formation in fermented foods. EFSA Journal, v. 9, n. 10, p. 2392.

ELIJAH, A. I.; ATANDA, 0. O.; POPOOLA, A. R.; UZOCHUKWU, S. V. A. Molecular
characterization and potential of bacterial species associated with cassava waste. Nigerian
Food Journal, v. 32, n. 2, p. 56 — 65, 2014.

ELSANHOTY, R. M.; RAMADAN, M. F. Genetic screening of biogenic amines production
capacity from some lactic acid bacteria strains. Food Control, v. 68, p. 220-228, 2016.

FREIRE, A. L.; RAMOS, C. L.; SCHWAN, R. F. Microbiological and chemical parameters
during cassava based-substrate fermentation using potential starter cultures of lactic acid
bacteria and yeast. Food Research International, v. 76, p. 787-795, 2015.

GLORIA, M. B. A. Bioactive amines. In H. Hui; L.L. Nollet. Handbook of Food Science,
Technology and Engineering. Ed. Marcel Deker, v.4, p. 1-38, 2005.

GUOQ, X.; GUAN, X.; WANG, Y; LI, L.; WU, D.; CHEN, Y.; PEI, H.; XIAO, D. Reduction of
biogenic amines production by eliminating the PEP4 gene in Saccharomyces cerevisiae during
fermentation of Chinese rice wine. Food Chemistry, v. 178, p. 208-211, 2015.

HENRIQUEZ-AEDO, K.; DURAN, D.; GARCIA, A.; HENGST, M. B.; ARANDA, M.
Identification of biogenic amines-producing lactic acid bacteria isolated from spontaneous
malolactic fermentation of chilean red wines. LWT - Food Science and Technology, v. 68, p.
183-189, 2016.

104



HOLZAPFEL, W. H. Appropriate starter culture technologies for small-scale fermentation in
developing countries. International Journal of Food Microbiology, v. 75, p. 197-212, 2002.

HUGERTH, L.W.; MULLER, E. E. L,; HU, Y. O. O.; LEBRUN, L. A. M.; ROUME, H.;
LUNDIN, D.; WILMES, P.; ANDERSSON, A. F. et al. Systematic Design of 18S rRNA Gene
Primers for Determining Eukaryotic Diversity in Microbial Consortia. Plos One, v. 9, n. 4, p.
1-11, 2014.

KALAC, P. Health effects and occurrence of dietary polyamines: A review for the period 2005—
mid 2013. Food Chemistry, v. 161, p. 27-39, 2014.

KALAC, P.; KRAUSOVA, P. A review of dietary polyamines: formation, implications for
growth and health and occurrence in foods. Food Chemistry, v. 90, n. 1-2, p. 219-230, 2005.

KOSTINEK, M.; SPECHT, |.; EDWARD, V.A.; PINTO, C.; EGOUNLETY, M.; SOSSA, C.;
MBUGUA, S.; DORTU, C.; THONART, P.; TALJAARD, L.; MENGU, M.; FRANZ, C. M.
A. P.; HOLZAPFEL, W. H. Characterisation and biochemical properties of predominant lactic
acid bacteria from fermenting cassava for selection as starter cultures. International Journal
of Food Microbiology, v. 114, n. 3, p. 342-351, 2007.

LACERDA, I.C. A;; MIRANDA, R. L.; BORELLI, B. M.; NUNES, A. C.; NARDI,R. M. D.;
LACHANCE, M.A.; ROSA, C. A. Lactic acid bacteria and yeast associated with spontaneous
fermentation during the production of sour cassava starch in Brazil. International Journal of
Food Microbiology, v. 105, p. 213-219, 2005.

LANDETE, J. M.; DE LAS RIVAS, B.; MARCOBAL, A.; MUNOZ, R. Molecular methods
for the detection of biogenic amine-producing bacteria on foods. International Journal of
Food Microbiology, v. 117, n. 3, p. 258-269, 2007.

LANE, D. J. 16S/23S rRNA sequencing. In Goodfelloe M, Stackebrandt E (ed), Nucleic acid
techniques in bacterial systematics. John Wiley and Sons, Chichester, UK, 1991, p. 115-175

LUCAS, P. M.; WOLKEN, W. A. M.; CLAISSE, O.; LOLKEMA, J. S.; LONVAUD-FUNEL,
A. Histamine-producing pathway encoded on an unstable plasmid in Lactobacillus
hilgardii 0006. Applied and Environmental Microbiology, v. 71, n. 3, p. 1417-1424, 2005.

MARCOBAL, A., DE LAS RIVAS, B., MUNOZ, R. Methods for the detection of bacteria
producing biogenic amines on foods: a survey. Journal of Consumer Protect and Food
Safety, v. 1, p. 187-196, 2006.

MORACANIN, S. V.; STEFANOVIC, S.; RADICEVIC, T.; BOROVIC, B.; DJUKIC, D.
Production of biogenic amines by lactic acid bacteria isolated from Uzicka sausages. Procedia
Food Science, v. 5, p. 308 — 311, 2005.

PIRES, F. C. S.; PENA, R. S. Optimization of spray drying process parameters for tucupi
powder using the response surface methodology. Journal of Food Science and Technology,
v. 54, n. 11, p. 3459-3472, 2017.

SAMBROOK, J.; MACCAULLUM, P.; RUSSEL, D. Molecular cloning: a laboratory
manual. 3.rd. ed. Cold Springs Harbour Press, NY, ISBN 0-87969-577-3, P. 2344.

105



SPANO, G.; RUSSO, P.; LONVAUD-FUNEL, A.; LUCAS, P.; ALEXANDRE, H,;
GRANDVALET, C.; COTON, E.; COTON, M.; BARNAVON, L., BACH, B.; RATTRAY,
F.; BUNTE, A.; MAGNI, C.; LADERO,V.; ALVAREZ, M.; FERNANDEZ, M.; LOPEZ, P.;
DE PALENCIA, P.F.; CORBI, A.; TRIP, H.; LOLKEMA, J. S. Biogenic amine in fermented
foods. European journal of clinical nutrition, v. 64, p. 95 — 100, 2010.

STATSOFT, INC. STATISTICA (data analysis software system), verséo 7.0.
www.statsoft.com, 2004.

TETCHI, F. A.; SOLOMEN, O. W.; CELAH, K. A.; GEORGES, A. N. Effect of cassava
variety and fermentation time on biochemical and microbiological characteristics of raw
artisanal starter for attiéké production. Innovative Romanian Food Biotechnology, v. 10, p.
40-47, 2012.

WINK, M. Plant Secondary Metabolites Modulate Insect Behavior-Steps Toward Addiction?
Frontiers in Physiology, v. 9, p. 364, 2018.

106



