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RESUMO

ALMEIDA, Euziclei Gonzaga de. Caracterizagdo fisico-quimica e
microbiolégica de bebidas fermentadas pelos indios da tribo Tapirapé.
2009. 114 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras.*

A tribo Tapirapé ¢ composta por cerca de 680 indios, distribuidos em
cinco aldeias, vivendo na regido norte de Mato Grosso, Brasil. Na aldeia
Tapi’itawa, situada no municipio de Confresa, vivem aproximadamente 260
indios. A base alimentar desses individuos ¢ formada de cereais, legumes,
tubérculos, frutas, caca e pesca. Cereais e legumes, em especial, sdo
transformados, de forma tradicional e rudimentar, em alimentos e bebidas
fermentadas. Dentre esses, destaca-se a bebida cauim, produzida a partir dos
mais variados substratos, tais como arroz, mandioca, milho, amendoim, semente
de algoddo e batata-doce. As matérias-primas para a produ¢do do cauim sdo
coletadas nos campos ou cultivadas em suas rogas (cultivo itinerante). O
processamento ¢ diversificado e as técnicas de preparo passadas de geragdo a
geracdo. O objetivo deste trabalho foi determinar as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas do cauim obtido de diversas fontes na aldeia
Tapi’itawa. Além disso, verificou-se a importancia social e cultural dessas
bebidas no uso diario e comemoragdes festivas, o ambiente de preparo, a fonte
de inoculo e como se distribuem as tarefas de preparacdo dessas bebidas. O
desenvolvimento desse estudo foi realizado, inicialmente, por entrevistas com os
indigenas, buscando saber os tipos de alimentos e bebidas produzidos, a matéria-
prima utilizada e o modo de preparo. As bebidas foram preparadas e amostras
foram coletadas para posterior andlise microbioldgica e fisico-quimica dos
teores de carboidratos e acidos organicos por CLAE. Os valores de pH, sélidos
soluveis, acidez total, proteina total e amido variaram de acordo com o tempo de
fermentacdo. Foram observados valores entre 3,83 e 6,92 para pH; 5,92 e 7,83
para °Brix; 0,81 e 11,77 para amido; 2,44 e 5,61 para proteinas totais; 0,0037 e
0,68 g/L para frutose; 0,07 e 50,52 g/l para sacarose; 2,29 e 50,36g/L para
maltose; 3,36 e 64,83g/L para acido latico; 0,33 e 10,69 g/L de acido acético e
entre 0,01 e 0,76g/L de etanol entre todas as bebidas analisadas. Amostras de
cauim produzido a partir de semente de algoddo e arroz foram coletadas a cada 8
h de fermentagdo, para analise da microbiota presente na bebida, no periodo de
48 h de fermentacdo. Nado houve crescimento de leveduras e fungos
filamentosos, nas amostras analisadas. A populacdo bacteriana alcangou valores
em torno de 8,0 log UFC / mL. Um total de 162 estirpes de bactéria foram
isoladas e identificadas. As bactérias foram agrupadas em Gram-negativa
(12,96%), Gram-positiva catalase positiva (58,15%) e Gram-positiva catalase



negativa (41,84). Dentre os isolados Gram-positivos, os Lactobacillus (58,15%)
foram dominantes, durante todo o processo, de fermentacdo, seguidos de
espécies de Corynebacterium (29,08%) e de espécies do género Bacillus
(12,76%). Anélises de DGGE foram realizadas com o intuito de observar a
dindmica das comunidades de bactérias e fungos, sendo possivel observar que
ndo houve predominio de uma ou mais bandas durante todo o processo
fermentativo de cauim de sementes de algoddo com arroz. E um indicativo de
que os resultados obtidos estdo de acordo com os da identificagdo pelo método
tradicional, confirmando os resultados apresentados neste estudo.

Palavras-chave: Aldeia Tapi’itiwa, arroz, cauim, mandioca, semente de algodao.

Comité Orientador: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

ALMEIDA, Euziclei Gonzaga. Physico-chemical and microbiological
quality of fermented beverages by the Indian tribe Tapirape. 2009.
114p. Tese (Ciéncia dos Alimentos) Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The Tapirapé tribe is composed of about 680 Indians, divided into
five villages, living in northern Mato Grosso, Brazil. Tapi'itawa is the
village, which is located in the town of Confresa where live about 260
Indians. The staple food of these individuals is made up of cereals,
legumes, tubers, fruit, hunting and fishing. Cereals and vegetables, in
particular, are processed in a traditional and rudimentary into foods and
fermented beverages. Among these, there is a beverage, called cauim
produced from a variety of substrates, such as rice, cassava, corn, peanuts,
cotton and sweet potatoes. The raw materials for cauim production are
extracted in the fields or in their cultivated fields (shifting cultivation).
Processing is diverse and preparation techniques passed down from
generation to generation. The objective of this study was to determine the
microbiological and physical-chemical properties of cauim from different
sources prepared in the village Tapi'itawa. In addition, there was a social
and cultural importance of these fermented beverages in daily use and
festive celebrations. The development of this study was carried out
initially by interviews with the Indians, seeking to know the types of
foods and beverages produced, the raw material used and the way of each
one was prepared. The beverages were prepared and samples were
collected for microbial analysis and physical chemistry of carbohydrates
and organic acids by HPLC. The pH, soluble solids, acidity, total protein
and starch varied according to fermentation time. It was observed values
between 3.83 and 6.92 for pH, 5.92 and 7.83 for ° Brix, 0. 81 and 11.77
for starch 2.44 and 5.61 for total protein, 0.0037 and 0.68 g / L for
fructose, 0.07 and 50.52 g / L for sucrose, and 2.29 50.36 g / L for
maltose, 3.36 and 64.83 g / L for lactic acid, 0.33 and 10.69 g / L acetic
acid and between 0.01 and 0.76 g / L of ethanol for all beverages
analyzed. Samples of cauim produced from seed cotton and rice were
collected every 8 h of fermentation for analysis of the microbiota present
during 48 h of fermentation. There was no growth of yeasts and

il



filamentous fungi, in the samples analyzed. The bacterial population
reached values around 8.0 log CFU / mL. A total of 162 strains of
bacteria were isolated and identified. The bacteria were grouped into
Gram-negative (12.96%), Gram-positive catalase positive (58.15%) and
Gram-positive catalase negative (41.84). Among the isolated Gram-
positive Lactobacillus (58.15%) were dominant throughout the process of
fermentation, followed by Corynebacterium species (29.08%) and species
of the genus Bacillus (12.76%). DGGE analysis were performed in order
to observe the dynamics of communities of bacteria and fungi, revealing
that there was a predominance of one or more bands throughout the
fermentation of cauim cotton seed with rice. It is an indication that the
results are in agreement with the identification by the traditional method,
confirming the results presented in this study.

Keywords: Village Tapi'itdwa, rice, cauim, cassava, cotton seed.

Guidance Committee: Rosane Freitas Schwan - UFLA (Major
Professor)
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

Varias nagoOes, tribos e aldeias utilizam as técnicas fermentativas
tradicionais e/ou rudimentares para produzirem seus alimentos e bebidas. Na
literatura, existem informagdes de que bebidas fermentadas ja eram produzidas
na Babilonia (Iraque) ha mais de 7.000 anos, ha 5.000 anos no Egito, ha 4.000
anos no México, ha 3.500 anos atras no Suddo (Pedersen, 1979). Relata-se que a
utilizagcdo dessa técnica teve seu inicio na China, sendo difundida para outras
nacdes como Coréia, Japao e outros paises orientais. Além desses, hoje outros
paises como Estados Unidos, México, Indonésia e Brasil, utilizam a fermentagao
para produzir varios tipos de alimentos e bebidas fermentadas.

Alimentos fermentados tém um papel vital na histéria do
desenvolvimento do homem, oferecendo grande variedade de sabores, aromas e
texturas que enriquecem sua nutri¢do. Acredita-se que a importincia desses
alimentos sera ainda maior quando a populacdo mundial alcancar de 8 a 12
bilhdes de habitantes, ja no século XXI. De modo geral, os alimentos e bebidas
fermentadas podem ser produzidos e distribuidos a baixo custo e sdo geralmente
de alto valor nutricional, fornecendo proteinas, vitaminas e minerais a maioria
dos consumidores (Steinkraus, 1996).

Atualmente, alguns alimentos fermentados sdo industrializados e fazem
parte da dieta da populagdo de quase todo o globo, como por exemplo: pao,
queijos, iogurtes, vinagre, bebidas fermentadas (cerveja, vinho) e fermento-
destiladas (uisque, cachaga, tequila). Fermentagdo ¢ um dos métodos mais
antigos e econdmicos de produzir e preservar alimentos. O processo de
fermentacdo ¢ relativamente eficiente, pois apresenta eclevado tempo de
prateleira, sem muitas vezes necessitar de refrigeracdo para sua preservacao.

Essas caracteristicas sdo altamente apropriadas para a utilizacdo em paises em



desenvolvimento e outras areas onde o acesso a equipamentos sofisticados ¢
mais dificil.

Povos oriundos de varias partes do mundo contribuiram para o
aperfeicoamento e utilizacdo das técnicas fermentativas. Nos paises asiaticos,
varios estudos tém sido feitos sobre alimentos e bebidas fermentadas produzidos
pelos nativos daquela regido. Esses alimentos sdo produzidos em casas, vilas ou
em industrias de pequeno porte. Existem, entretanto, alguns alimentos
fermentados, como o molho de soja, que ja sdo produzidos com tecnologia de
alta qualidade e em larga escala. Muitos alimentos de origem indigena ou nativa
da Asia e Africa sdo produzidos por processos fermentativos espontineos, que
na maioria das vezes podem envolver a mistura de culturas de bactérias,
leveduras e/ou fungos filamentosos. No oeste da Africa, os alimentos
fermentados representam uma importante parte da dieta de muitos paises, além
disso, sdo vistos como uma forma de introduzir variedade no consumo de
matérias-primas como mandioca, trigo e peixe. Como exemplo, podem ser
citados a agbelima, produzida a partir da mandioca, consumido nesses paises,
gari, kokonte e lafun ou fufu (Amoa-Awua et al., 1996).

Muitos dos micro-organismos encontrados nos alimentos fermentados
podem ser consumidos pelo homem. Esses microrganismos produzem varias
enzimas como amilases, proteases, lipases, pectinases, entre outras que
permitem que outros grupos microbianos colonizem os mais diversos substratos
e modifiquem o sabor, preservando o alimento. Nas ultimas duas décadas, tem-
se pesquisado mais sobre a microbiota envolvida nos alimentos fermentados
indigenas da Asia e Africa, buscando melhorar a qualidade e estabilidade do
produto (Steinkraus, 1996; Ampe et al., 2001; Miambi et al., 2003; Tou et al.,
2006). Estudos também tém sido realizados com a manipulagdo genética dos
micro-organismos envolvidos, visando a melhoria da qualidade e eficiéncia da

producdo de alimentos fermentados (Holzapfel, 1997).



Virias tribos indigenas brasileiras fazem uso da fermentagdo, tanto
tribos da Amazonia (Araweté), quanto do Xingu (kayapd), e demais regides
onde residem os nativos brasileiros. Dentre essas tribos, a comunidade indigena
dos TAPIRAPE faz uso da fermentagio para produzir alimentos e bebidas
bésicos na dieta alimentar de sua populacdo. Os indios Tapirapé atualmente
habitam duas areas indigenas, a Tapirapé/Karaja, sendo constituida de
individuos Tapirapé e Karaja, e a Urubu Branco, onde vivem apenas os indios
Tapirapé. A comunidade Tapirapé pertence ao tronco linguistico tupi-guarani e
totalizam, atualmente, um ntimero aproximado de 650 integrantes (UNEMAT,
2006).

A literatura sobre alimentos fermentados produzidos e consumidos por
indios brasileiros ¢ extremamente escassa. Sdo varios os tipos de alimentos e
bebidas fermentadas produzidos pelos indios Tapirapé, e pouco ainda ¢
conhecido sobre seu preparo e qualidade nutricional. Para o preparo desses
alimentos sdo utilizados diversos substratos como cauim de milho (verde), de
arroz, mandioca (puba), amendoim, banana, semente de algoddo, bacaba,
abobora e semente de banana brava. Os processos de producdo dos alimentos
indigenas sdo empiricos e rudimentares, utilizando-se como fermento ou indculo
o liquido da mastigacdo da batata-doce, que é adicionado ao recipiente de
preparacao da bebida, propiciando o desenvolvimento e prolifera¢ao dos micro-
organismos fermentadores responsaveis pelos processos fermentativos (Almeida
et al., 2007). Os substratos utilizados nessa fermentagdo sdo coletados nos
campos silvestres proximos a aldeia ou cultivados pelos membros da aldeia em
suas rogas (culturas itinerantes).

Este levantamento motivou a nossa equipe ao estudo dos alimentos
fermentados produzidos pelos indios Tapirapé. O projeto ora proposto objetivou
identificar a biodiversidade envolvida no preparo de diferentes alimentos e

bebidas fermentadas por técnicas de isolamento tradicional e molecular, e



também avaliar a composicdo quimica e nutricional dos alimentos e bebidas
fermentados. Os resultados obtidos a partir deste trabalho serdo de extrema
relevancia nacional para a identificagdo da biodiversidade microbiana envolvida
nesses processos fermentativos e para a divulgacdo do conhecimento da

culinaria indigena.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Populacéo indigena do Brasil

Na época do descobrimento do Brasil, em 1500, estudiosos estimaram
que existiam cerca de 1 a 10 milhdes de indios em nosso pais. Esses indios
estavam divididos em tribos, de acordo com o tronco linguistico ao qual
pertenciam: tupi-guaranis (regido do litoral), macro-jé ou tapuias (regido do
Planalto Central), aruaques (Amazodnia) e caraibas (Amazonia). Apos periodos
de conflito seja por escravizacdo, catequizagdo ou por desrespeito e interesses
pelas terras, essa populagdo foi reduzida. Os grupos indigenas mais numerosos
eram o Jé e o Tupi. Vérias tribos foram originadas do tronco Tupi (Figura 1)
sendo que a familia Tupi-guarani apresenta a maior diversidade de dialetos. Em
termos estimativos, os linguistas concluem que, cerca de 1300 linguas diferentes
eram faladas pelas muitas sociedades indigenas, entdo existentes no territorio
que corresponde aos atuais limites do Brasil (www.funai.com.br). Atualmente,
cerca de 180 linguas sdo faladas pelos membros destas sociedades, as quais
pertencem a mais de 30 familias lingiiisticas diferentes.

Apesar do decréscimo da populagdo indigena, ainda existe uma grande
diversidade de indios no Brasil. Esses ocupam 12,3% do solo brasileiro (107
milhdes de hectares). Os indios no Brasil encontram-se distribuidos em 562
locais diferentes no territorio brasileiro, totalizando cerca de 378.679 indios
(Figura 2). Sao 258 povos (ou etnias) concentrados, em sua maioria (70% do
total), numa parcela da Amazdnia Legal que engloba seis estados: Amazonas,
Acre, Roraima, Rondonia, Mato Grosso e Para. Além desses, devemos
considerar ainda a existéncia de 40 povos isolados na Amazonia ocidental. No
estado do Amazonas estd a maior concentragdo de etnias. Entretanto, no estado

de Mato Grosso, sdo encontrados cerca de 32 povos indigenas. Nos ultimos dez



anos, houve crescimento da populagdo indigena brasileira (Figura 3) sendo
importante um estudo e o registro de seus habitos alimentares. A populagao
indigena brasileira, de modo geral, ¢ organizada em sistemas tribais, que se
caracterizam pelas relacdes de parentesco, ou seja, a cooperagdo entre
descendentes de um ancestral em comum. No sistema tribal existe a tendéncia
das aldeias se localizarem proximas a rios. Dentro do espaco cercado, as casas
ou ocas, sdo construidas e forma-se o patio. Nesse patio, constroi-se a “Takana”
(casa dos homens) onde ocorrem as reunides, rituais e outras celebragdes
importantes para a aldeia, em que somente os homens participam. Mulheres e
criangas participam dos festivais (cauinagem), cerimonias e outras celebragdes
que ocorrem no patio da aldeia. Em algumas tribos as casas s3o construidas de
madeira (trangada), preenchida com barro e cobertas com folhas de palmeiras.
Em cada casa, geralmente, vive uma familia, constituida ndo apenas de mae, pai
e filhos, mas de um chefe e todos os seus descendentes (Mellati, 1983). Cada
aldeia tem um lider (cacique), um vice-cacique ¢ demais representantes que se
reinem e tomam as decisdes importantes para o beneficio de toda a comunidade.
Geralmente ndo existem diferengas entre o que as pessoas possuem ou fazem,
mas sim uma divisdo de tarefas entre homens, mulheres e criangas. As mulheres
cuidam das crianc¢as, da comida, da colheita, do preparo dos alimentos e bebidas,
da fabricacdo de cerdmica e artesanatos; enquanto os homens plantam, cagam,
pescam e se defendem (guerras). O lider de cada aldeia ndo tem o poder de um
rei. Ele trabalha como os outros homens do grupo, ¢ seu poder de lideranca ¢é
exercido durante as reunides, nos periodos de guerra ou em situacdo de
calamidade. Quando ha alguma ameaca a tribo ou um grande trabalho a fazer,
todos se unem. A cultura indigena no Brasil é bastante diversificada e a maioria
dos indios brasileiros vive da caga, pesca, coleta ou extrativismo e da agricultura
de milho, amendoim, feijdo, abobora, batata-doce e principalmente mandioca.

Algumas tribos utilizam os processos fermentativos para produzir alimentos e



bebidas fermentadas com fins nutricionais, estimulantes, medicinais e religiosos.
A elaboracao desses produtos fermentados baseia-se em conhecimentos
empiricos antigos que sdo transferidos de geragdo para geragdo (Baldus, 1979;
Melatti, 1983; Wagley, 1988). Os povos indigenas originarios da América
Latina tradicionalmente tém se caracterizado pelo forte consumo de bebidas
fermentadas e de outras substancias como as plantas, em seus festivais e rituais.
Nas comemoragdes de carater religioso e social, o consumo dessas bebidas ¢
acompanhado por cantos e dangas coletivas que consolidam a unidade do povo e
transmitem o seu legado cultural. Por exemplo, o povo Mapuche (Chile)
fermenta certos tipos de cultivos distintos, como a ma¢d e o pinho, que sdo
convertidos em chicha e muzay (Traipi & Griffith, 2006). Essas bebidas nao
provocam vicio nem alteragcdes fisicas nos consumidores € ndo contém
conservantes, corantes artificiais ou extratos que podem gerar alteragdes ou
adulteracdes na bebida. Além disso, a fermentagdo ndo atinge um alto grau de
teor alcodlico (Traipi & Griffith, 2006). Ha muitos anos, os indios Tapirapé,
assim como os demais povos tradicionais da Amazonia, possuem relacdes
intimas e de profunda familiaridade com o meio ambiente, do qual dependem
para suprir suas necessidades nutricionais e/ou para sobrevivéncia (Wagley,

1988).
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FIGURA 1 Diversidade de linguas e dialetos originados do tronco Tupi. Fonte: Socioambiental, 2009.
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FIGURA 2 Distribuicdao das 258 tribos indigenas brasileiras conforme sua
populagao total.
Fonte: Associacdo de Missoes Transculturais Brasileiras - AMTB,
2006.
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FIGURA 3 Crescimento populacional das tribos indigenas brasileiras.
Fonte: AMTRB, 2006.

2.2 O povo TAPIRAPE

Os indios Tapirapé habitaram uma area localizada entre os rios
Tocantins e Xingu até o século XVII. Depois, por volta da segunda metade do
século XVIIIL, sua presenca foi anotada ao norte do rio Tapirapé, onde se
encontram até os dias atuais (Baldus, 1979). Eles habitam duas areas indigenas,
a Tapirapé/Karaja, com 66.166 ha, que foi homologada em 1983, sendo
constituida de individuos Tapirapé e Karaja, e a Urubu Branco, com extensdo de
167533 ha, homologada em 1998, onde vivem apenas indios Tapirapé. Na area

Urubu Branco existem quatro aldeias que se organizam da seguinte forma: uma

10



funciona como aldeia sede e as outras trés estdo anexadas a ela. Cada aldeia tem
seus caciques, comprometidos com sua comunidade de forma coletiva (3° Grau
Noticias, 2005). Vivem também no Mato Grosso, na area indigena Tapirapé-
Karaja, nos municipios de Santa Terezinha e Luciara, e no Par4, na area indigena
Karaja, Santana do Araguaia. Em 1990, de acordo com os dados da FUNAI,
eram aproximadamente 2100 indios.

As aldeias Tapirapé sdo denominadas (do norte para o sul): Anapatawa,
Xexotawa (grafado “Chichutawa”), Moo’ytawa (“Moutawa”), Makotawa
(“Mankutawa”), e Tapi’itawa (“Tampiitawa”) (Wagley, 1988).

Em 1900 os T,apirapé totalizavam aproximadamente 1500 indios
habitando cinco aldeias, localizadas préximas a margem esquerda do Araguaia
(Wagley, 1988). Essa comunidade pertence ao tronco linguistico tupi-guarani e
totalizam atualmente um numero aproximado de 650 integrantes (Korira I-
Tapirapé, 2006).

Os Tapirapé sdo provaveis ancestrais dos indios Tupinambas da costa
brasileira que devido ao processo de colonizacdo do Brasil, foram forgados a
viver sempre migrando a fim de se afugentar dos contatos com os brancos.
Segundo a tradicdo Tapirapé, diz-se que esses indios vieram do Norte e do
Leste, mudando sempre para o Sul (Baldus, 1979).

De acordo com Wagley (1988), os indios Tapirapé viveram um periodo
em contato com os indios Karaja e Javaé, na Ilha do Bananal, no estado do
Tocantins. Devido a alguns desentendimentos foram expulsos por esses,
passando a habitar a margem oeste do Rio Araguaia, em Mato Grosso.

Os Tapirapé habitam uma regido de floresta tropical, com flora e fauna
tipicamente amazdnicas. E por serem agricultores, coletores, cacadores e
pescadores suas aldeias devem estar proximas a densas florestas, em terrenos

altos e inundaveis (Fundagio Nacional do indio - FUNAL, 2005).
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Com o reconhecimento da Area Indigena Tapirapé/Karaja em 1983, os
Tapirapé passaram a reivindicar seu proprio territério. Em 20 de novembro de
1993, 62 indios Tapirapé ocuparam uma fazenda e entdo reocuparam a aldeia
Tapi’itdiwa. Em 1994, a presidéncia da FUNAI aprovou o relatério produzido
pelo GT (Grupo Técnico) instituido no ano anterior e encarregado de definir a
area Urubu Branco conforme proposta dos Tapirapé. Em outubro de 1996 o
Ministro da Justica, Nelson Jobim, assinou a portaria 599, declarando essa Terra
Indigena como sendo de posse permanente dos Tapirapé, a qual foi homologada
no mesmo ano (FUNALI, 2005). Atualmente, o povo Tapirapé estd reconstituindo
o sistema habitacional em cinco aldeias, voltando a repovoar as areas que tinham
sido for¢ados a “abandonar”.

Para o povo Tapirapé, a cultura tem um significado mistico e historico,
sendo repassada de uma geragdo a outra. Este mesmo autor afirma que para os
Tapirapé, os animais, as plantas, os rios e os corregos t€m alma, como se fossem
membros da aldeia. Dessa forma, respeito ¢ valores sfo atribuidos a caga, a
pesca, coleta e agricultura, e fazem com que essas populagdes tradicionais da
Amazodnia tenham relagdes intimas e de profunda familiaridade com o meio
ambiente. Tendo os sistemas culturais um importante papel na comunidade
Tapirapé, isso facilita a utilizagdo e preservacdo dos recursos naturais para fins
culturalmente apropriados.

Segundo Wagley (1988) os Tapirapé, através de suas comemoragdes
festivas, conseguem manter uma relacdo de respeito com o préximo, valorizando
e mantendo uma classe uniforme dentro da aldeia. A morte entre eles sempre foi
muito respeitada, a ponto de serem adiados ou até mesmo cancelados os festivais
e rituais por um ou mais anos, dependendo do numero e os intervalos entre as
mortes ocorridas.

De acordo com o levantamento feito pelos alunos da escola Tapirapé,

em 1988, o grupo coletava 47 espécies de frutas silvestres que eram utilizadas
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como importantes fontes de alimentos. Esses indios possuem um profundo
conhecimento botanico da regido e aproveitam as espécies vegetais uteis e vitais
a sua subsisténcia. Essas coletas sdo realizadas em conjunto com a pesca, coleta
de ovos de tartarugas, frutas silvestres, mel, cocos e explorando as matas
galerias das proximidades (FUNAI, 2005). Alguns tabus alimentares
desapareceram por completo da cultura Tapirapé. Isso justifica-se diante do
processo de aculturacdo pelo qual passaram ou mesmo devido a escassez de caca
e peixes na regido onde se encontra a reserva. Segundo Toral (1994), a relagdo ¢
basicamente a mesma anotada por Wagley (1988), e a inica ressalva a se fazer é
que, devido & escassez da carne verificada nos dias de hoje, a maioria das
espécies interditadas devido a tabus alimentares, como espécies de veado e tatu,
tiveram seu consumo atualmente permitido a sexos e grupos etarios aos quais,
até a década de 40 e 50, eram proibidos. Toral (1994) também relata que, o
abandono do sistema tradicional e o esgotamento dos terrenos proximos a area
de refugio para onde foram transferidos no inicio da década de 50, causou um
decréscimo no rendimento da agricultura. Atualmente, as espécies mais
cultivadas sdo mandioca para a fabricacdo de farinha, milho, arroz, banana,
mamao, mandioca mansa, aipim, card, batata-doce, aboébora, amendoim, andu
(tipo de feijao) algoddo. As fontes de proteina animal que fazem parte da dieta
dos indios da Tribo Tapirapé sdo oriundas, principalmente da ingestdo das
carnes dos animais silvestres, porco queixada, porco caititu, paca, cotia,
tamandua-bandeira, jabuti, quati, macaco-prego, tartaruga, tracaja, veado-
campeiro, veado-mateiro, tatu, guariba, anta e pato-do-mato.

Apods o nascimento de uma crianga na tribo Tapirapé, tanto a mulher
quanto o marido seguem a dieta pos-parto que ¢ baseada no consumo da bebida
cauim fermentado. Segundo Wagley (1988), apds o nascimento de uma crianga,
a mae deverad tomar somente cauim durante o primeiro més. Depois, podera

escolher um tipo de proteina animal (tartaruga, peixe) que comera com cauim
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durante o segundo més. No terceiro més da dieta, escolherd outra fonte de
proteina. Consequentemente, ao introduzir uma fonte de proteina, podera
continuar a dieta caso a crianca ndo tenha problemas de saude. Se isso acontecer,
0s pais terdo que retornar ao inicio da dieta.

Os festivais e rituais encontram-se arraigados na cultura Tapirapé. Em
destaque, encontram-se a cauinagem e o kawio. O primeiro — cauinagem —
geralmente ocorre para festejar a chegada da colheita em agradecimento a boa
produtividade da mae-terra, em virtude das chuvas ocorridas. O mais importante
nesse festival ¢ que o anfitrido da festa oferece a todos os membros da aldeia o
que produziu em sua roca (Wagley, 1988). O outro festival celebrado pelos
indios Tapirapé — o Kawio — acontece na época de preparagdo de uma crianca
para o cargo de cacique. Nesse festival ¢ preparada uma bebida fermentada,
obtida do grdo de milho maduro, pela familia da crianca em questdo. Geralmente
ao ser oferecido aos demais participantes da tribo, esses retribuem com
presentes, gerando assim uma distribui¢@o de bens entre os indios da aldeia. Essa
atitude impossibilita o acimulo de bens nas maos de um ou poucos indios, o que
faz com que ndo exista diferenca de classes sociais, dentro da comunidade
indigena (Wagley, 1988).

Os Tapirapé em primeiro lugar sdo horticultores, seguidos por cagadores
e pescadores e por ultimo os coletores (Wagley, 1988). Atualmente, continuam
mantendo esse mesmo processo para sua alimentagdo. Assim, os substratos
(matéria-prima) para producdo de alimentos e bebidas fermentadas, sdo
extraidos diretamente da floresta, do cerrado, ou sdo cultivados em rocas
itinerantes. Segundo Wagley (1988), esses indios fazem uso da fermentagdo ha
muitos e muitos anos. O principal produto agricola cultivado pelos Tapirapé ¢ a
mandioca, tanto a venenosa quanto a ndo venenosa e ¢ preparada e consumida de
varias maneiras. As mandiocas doces (ndo venenosa) sdo cozidas ou assadas. As

amargas (venenosas) passam por processamentos variados, envolvendo

14



fermentacdo com microbiota ainda desconhecida. Assim como a mandioca,
outros substratos também sdo utilizados para produzir um tipo de bebida
conhecida como “cauim” (Kawi). A cultura do povo Tapirapé foi, e continuara
sendo capaz de propiciar a harmonia e sobrevivéncia desses povos da Amazdnia.

Sobrevivéncia ndo somente fisica, mas social, cultural, econdmica e espiritual.

2.3 Alimentos fermentados produzidos pelos indios Tapirapé

Os indios do tronco linguistico Tupi-guarani fazem uso da fermentagdo
na obtencdo de uma grande variedade de alimentos e bebidas fermentadas. Para
isso, diferentes substratos sdo utilizados como matéria-prima, destacando-se a
mandioca, o arroz, o milho, o amendoim, a seiva de palmeiras e frutos como o
ananas e¢ o caju. Muitos alimentos de origem indigena foram adotados pelos
colonizadores ¢ atualmente fazem parte da alimentacdo basica da maioria dos
brasileiros. A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) é nativa do Brasil e,
portanto ja utilizada pelos povos indigenas mesmo antes da colonizagdo pelos
portugueses. Alguns dos alimentos produzidos pelos indios brasileiros a partir da
mandioca, como a farinha de mandioca, polvilho, farinha de puba e beiju
contribuem com boa parte da dieta da populagdo brasileira. Entretanto, ainda
existe grande variedade de alimentos fermentados utilizados pelos indios
brasileiros que sdo desconhecidos da populacdo nacional e internacional.

Os indios da aldeia Tapirapé produzem diferentes alimentos e bebidas
fermentadas de modo empirico e artesanal. Dentre os alimentos elaborados pelos
indios Tapirapé cita-se o polvilho azedo e doce, farinha de puba, beiju, cauim
cozido de arroz, cauim cozido de amendoim, cauim cozido de milho, cauim
fermentado, misto e kawid. A seguir sdo descritos alimentos fermentados

produzidos pelos indios da tribo Tapirapé:
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2.3.1 Polvilho

O tubérculo da mandioca ¢ o substrato utilizado para o preparo do
polvilho doce e azedo, farinha de puba e do beiju. O processamento desse
tubérculo visa, além da eliminagdo da toxidez e a preservagdo, a modificacdo de
suas caracteristicas reoldgicas e sensoriais. Segundo Ampe et al. (2001), durante
a fermentacdo, quando se utiliza a mandioca como substrato, o pH decresce
rapidamente, igualando-se ao pKa do acido latico. O lactato ¢ o acetato sdo os
metabodlitos mais importantes encontrados nas amostras dos produtos da
fermentacdo da mandioca, como por exemplo, durante a obteng¢do do polvilho
azedo. Embora n3o ocorra inoculagdo e nem suplementagdo nutricional
(Carvalho et al., 1999) durante o processo fermentativo, ocorre o crescimento de
diversos micro-organismos naturalmente presentes na matéria-prima, na agua e
nos tanques de fermentacdo (Silveira et al., 2000). Leveduras e bactérias do
acido latico ja foram isoladas e identificadas durante a fermenta¢do do polvilho
(Silveira et al., 2000; Lacerda et al., 2005). Dentre os produtos fermentados a
partir da mandioca, o polvilho tem sido o mais estudado. Em Minas Gerais, o
processo fermentativo de mandioca para producdo de polvilho azedo tem sido
estudado ha varios anos (Cereda, 1987; Carvalho et al., 1995; Carvalho et al.,
1999; Silveira et al., 2000; Silveira et al., 2003; Lacerda et al., 2005). A
microbiota foi caracterizada em fecularias em Minas Gerais durante a produgdo
de polvilho e foram encontradas bactérias dos géneros Bacillus, Staphylococcus,
Micrococcus, Corynebacterium, Lactobacillus e Lactococcus (Silveira et al.,
2003). Lactobacillus plantarum foi o micro-organismo predominante durante a
fermentacdo (Silveira et al., 2003). Recentemente, Lacerda et al. (2005)
identificaram bactérias laticas e leveduras envolvidas no processamento de
polvilho azedo. Leveduras pertencentes aos géneros Candida, Dipodascus e
Issatchenchia foram isoladas e entdo caracterizadas por técnicas tradicionais e

moleculares (sequenciamento da regido D1/D2, da subunidade rRNA). Os
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resultados apresentados pelos autores Carvalho et al. (1999), Silveira et al.
(2003) e Lacerda et al. (2005) indicaram a dominancia de bactérias laticas e a

presenca de varias bactérias patogénicas, envolvidas na produgdo de polvilho.

2.3.2 Farinha de puba

A farinha de puba ou carima, também inicialmente produzida somente
pelos indios brasileiros, ¢ atualmente produzida por grande parte da populagdo
do Norte e Nordeste do Brasil. A puba (do Tupi, massa azeda de mandioca) ¢é
semelhante a diversos alimentos fermentados de origem africana como o fufu e o
gari (Oyewole, 2001; Miambi et al., 2003). De acordo com a variedade de
mandioca utilizada no preparo da farinha, podem ocorrer variagdes no contetido
de aglcares totais, proteinas e fibras no produto final. Cultivares amargas
(bravas) apresenta niveis de aglicares totais e proteinas mais elevadas, possuindo
baixos niveis de fibras (Padonou et al., 2005). E um alimento muito apreciado
pelos Tapirapé, sendo consumida com varios tipos de carnes, principalmente a
de peixe.

A microbiota e bioquimica envolvida na fermentagdo de puba ainda nao
foram estudadas em detalhes. Almeida et al. (1993) identificou bactérias,
leveduras e fungos filamentosos no liquido de fermentacdo constatando que os
acidos, acético, butirico e latico predominavam na maceragdo que se inicia a
partir de 48 horas e se completa quando a atividade amilolitica ¢ méxima.
Almeida et al. (1993) mostrou que, na pubagem, a microbiota se modifica
durante o processo fermentativo, iniciando-se com enterobactérias e
corinebactérias, que aos poucos sdo substituidas por bactérias lacticas e bactérias
esporuladas, surgindo, posteriormente, os fungos Candida, Saccharomyces,
Penicillium e Aspergillus. Entre as bactérias, diversos isolados eram produtores

de amilases e pectinases. Bactérias laticas importantes na fermentacdo da
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mandioca, como Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides, sdo
produtoras de pectinases e fungos do género Aspergillus sdo reconhecidamente
produtores de enzimas pécticas, celuloliticas e hemiceluloliticas (Menezes et al.,

1998).

2.3.3 Beiju

O beiju € preparado a partir do mesmo substrato utilizado para a farinha
de puba (mandioca venenosa), que também passa pelos mesmos processos
descritos anteriormente até a obtencdo do bolo de massa de mandioca e puba
seca. Os indigenas costumam comé-lo com peixe ou outro tipo de carne
(Wagley, 1988). A microbiota associada a producdo de beiju ainda ndo foi

identificada.

2.3.4 Cauim

Os indios Tapirapé também elaboram bebidas ndo alcoodlicas que sdo
fermentadas a partir de outros substratos diferentes da mandioca, por diferentes
técnicas e processamentos, originando a bebida chamada cauim (kawi). Varios
substratos sdo utilizados pelos indios TAPIRAPE para produzir essa bebida
“cauim”, tais como: arroz; mandioca; milho; amendoim; semente de algodao;
bacaba; buriti; banana; abobora; semente de bananeira brava e demais frutas
fermentesciveis. O cauim, de acordo com os procedimentos de preparagdo pode
ser denominado de cauim cozido e/ou cauim fermentado. Ambos sdo
consumidos pelos indios Tapirapé, especialmente por criancas com idade
inferior a dois anos. A bebida kawié também ¢ produzida por fermentagdo, mas
¢ utilizada somente nos festivais de preparacdo para o cargo de cacique. O
processo de preparacdo da bebida ¢ bem rudimentar e tradicional. A adi¢dao do

inéculo desencadeia o processo fermentativo, pois a saliva contém a enzima
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amilase que age sobre os componentes do amido, principal componente do
substrato. A amilase age quebrando esses agucares complexos, liberando
acucares simples que sdo utilizados pelos micro-organismos iniciadores do
processo fermentativo. Os micro-organismos envolvidos no processo de
fermentacdo dessa bebida e seu metabolismo fermentativo ndo sdo conhecidos.
A populacdo microbiana identificada em amostras de cauim de mandioca com
arroz foi de 7,9 x 10° UFC / mL e a de leveduras de 3,2 x 10* UFC / mL. Os
géneros de leveduras mais frequentes foram: Candida, Cryptococcus,
Lypomyces, Pichia, Debaryomyces e Trichosporon (Schwan et al., 2007). O
pequeno numero de isolados de bactérias Gram negativas foi representado pelas
espécies de Enterobacter cloacae, E. agglomerans e Serratia plymuthica. Entre
as bactérias Gram positivas os géneros mais encontrados foram: Lactobacillus,
Bacillus, Corynebacterium, e Paenibacillus (Almeida et al., 2007). Pesquisas
ainda deverdo ser realizadas para identificacdo da microbiota envolvida no
processo fermentativo e informagdes sobre a qualidade nutricional dos alimentos
produzidos pela populagdo indigena brasileira.

Pesquisas devem ser realizadas para caracterizar a dindmica
populacional da microbiota envolvida no processo fermentativo, buscando
informagdes sobre a qualidade e seguranga nutricional dos alimentos e bebidas

produzidos pela populagdo indigena brasileira.

2.4 Caracterizacéo bioquimica e molecular de bactérias

O nimero de micro-organismos identificados cresce a cada ano, sendo
descritos mais de 47.000 fungos, 30.000 protozoarios, 26.000 algas, 5.000
bactérias e 1.000 virus. Esses ntimeros sdo, no entanto, pequenos diante do total
de espécies, estimado em cerca de dois milhdes (Rossel6-Mora & Amann,
2001). Isso significa que foram descobertas ¢ nomeadas talvez menos de 0,1% e

no maximo 10% das espécies microbianas (Rosselo-Mora & Amman, 2001). A
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principal razdo para isso € que, até hd um tempo atrds, os micro-organismos
tinham que ser cultivados para serem identificados e, além disso, a frequéncia de
ocorréncia das populagdes, a sazonalidade, e em muitos casos, a dependéncia de
hospedeiros e/ou substratos especificos para sua sobrevivéncia e multiplicagdo
(Torsvik & Ovreas, 2002).

Os isolados Gram-negativos sdo identificados utilizando kits do Sistema
Bac-Tray I, II e III (Difco). Inicialmente, realiza-se o teste para detectar a
presenca ou auséncia da enzima oxidase (cloridrato de N, N, N, N-tetrametil-p-
fenilonodiamina 1g; 100mL de H,0). Os isolados Gram e oxidase negativos sdo
inoculados no sistema Bac-Tray I e Il e os Gram negativos ¢ oxidase positivos
nos kits do sistema Bac-Tray III.

Os isolados de bactérias Gram-positivos sdo submetidos a testes de
coloracdo de Gram, motilidade, catalase, oxidase, esporulagdo e producdo de
acido e gas a partir de glicose. Os isolados Gram-positivos e catalase positiva
sdo subdivididos em formadores de esporos (bacilos) e ndo formadores de
esporos (corinebactéria). E os isolados Gram-positivos e catalase negativa
(lactobacilos) sdo subdivididos em homofermentativos obrigatorios,
heterofermentativos facultativos e heterofermentativos obrigatérios. Todos esses
grupos sao submetidos a provas bioquimicas estabelecidas para cada grupo
como descrito anteriormente. Os resultados positivos ou negativos sdo utilizados
para identificar os isolados quanto ao género e espécie.

A interpretacdo dos resultados das provas bioquimicas para identificagio
dos isolados segue instrugdes de Macfaddin (1980), “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” (Holt et al., 1994), “The Prokaryotes”.

Os fungos leveduriformes s3o identificados com base em testes
bioquimicos e chaves dicotomicas propostas por Barnett et al. (2000) e

Kurtzman & Fell (1998).
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A identificagdo e classifica¢do das leveduras é usualmente realizada pela
comparagdo das caracteristicas morfologicas e fisiologicas, o que em alguns
casos pode levar a incorreta classificacdo da espécie ou a falsa identificagdo do
isolado (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Esse erro ¢ ainda maior quando os
isolados originam-se de regides tropicais, uma vez que os isolados padrdes
normalmente sdo originados de regides temperadas. A metodologia padrao para
a identificacdo de leveduras requer aproximadamente 90 testes, € o processo ¢
complexo, laborioso e demorado. Com o advento e avango da tecnologia do
DNA recombinante varias limitacdes dos métodos convencionais de cultivo
foram superadas. Recentes progressos em biologia molecular tém levado ao
desenvolvimento de novas técnicas para a identificagdo de leveduras baseada na
similaridade ou dissimilaridade de DNA, RNA ou proteinas. Isso inclui padrdes
de aloenzimas, hibridizacdo DNA-DNA, cariotipagem eletroforética, analise de
microsatélites, RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) ¢ RFLP
de DNA cromossomal, DGGE (Prakitchaiwattana et al., 2004; Nielsen, et al.,
2005; Jespersen et al., 2003; Mills et al., 2002; Scorzetti et al., 2002; Girafa &
Neviani, 2001; Chen et al., 2008; Ercolini et al., 2001; Cocolin et al., 2002;
Vogelmann et al., 2009; Florez & Mayo, 2006; Cocolin et al., 2007) ¢ RFLP de
DNA mitocondrial. A técnica PCR (polymerase chain reaction) ou reacdo em
cadeia da polimerase desenvolvida por Mullis & Faloona (1987), trouxe grande
contribuicdo para estudos moleculares de diversidade e ecologia microbiana.
Essa técnica permitiu a amplificacdo de sequéncias de DNA especificas
utilizando oligonucleotideos “primers” (Saiki et al., 1988), sendo simples, rapida

e de alta sensibilidade para pequenas quantidades de DNA molde.

Um importante avango na area de exploracdo da biodiversidade da

ecologia microbiana foi o uso do rRNA, uma impressdo digital molecular que
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pode ser utilizada para identificar micro-organismos permitindo o
desenvolvimento de técnicas independentes do cultivo para analise da
diversidade (Amann et al., 1995). Para a amplificagdo dos espagadores sdo
utilizados primers ja conhecidos e utilizados de maneira geral para bactérias e
fungos, como por exemplo, os primers ITS1 e ITS4, pelo fato de
corresponderem a regides bastante conservadas do genoma (White et al., 1990).
Utilizando-se iniciadores especificos para regido conservada rRNA ¢
possivel, através de PCR, gerar produtos com tamanho de fragmentos
semelhantes, mas com composicdo de bases diferentes. A variabilidade da
sequéncia pode ser analisada através de eletroforese em gel de poliacrilamida
com gradiente desnaturante ou DGGE (Muyzer et al., 1993). A eletroforese em
gel, com gradiente de desnaturacdo (DGGE) de amplicons de rRNA 16S e 188,
tem sido utilizada para caracterizar ecossistemas complexos. Segundo essa
técnica, o DNA total do habitat de interesse ¢ extraido e uma regido hipervariada
do rRNA 16S para micro-organismos procaridticos e 18S para micro-
organismos eucarioticos ¢ amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Amplicons de RNA de mesmo tamanho, mas com composigdo distinta,
podem ser separados pela eletroforese em gel com gradiente de desnaturagao,
gerando um perfil genotipico da comunidade. A técnica de DGGE foi
inicialmente introduzida na ecologia microbiana por Muyzer et al. (1993). Nessa
técnica, utilizam-se géis de poliacrilamida contendo um gradiente linear
desnaturante (de uréia ¢ formamida), onde moléculas de DNA de mesmo
tamanho, porém com diferentes sequéncias, apresentam perfis migratdorios
diferentes. Essa separacdo baseia-se em um principio fisico simples de que a
mobilidade eletroforética do DNA em um gel de poliacrilamida é sensivel a
estrutura secundaria da molécula em relagdo a sua conformagdo, que pode ser
helicoidal, parcialmente desnaturada ou fita simples. As moléculas parcialmente

desnaturadas, movimentam-se mais lentamente no gel do que moléculas em fita
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dupla (Muyzer & Smalla, 1998). Durante a eletroforese em condi¢des crescentes
de desnaturacao, os fragmentos permanecem em dupla fita até que eles atinjam
as condi¢des necessarias para a desnaturacdo dos dominios da molécula
chamados ‘melting domains’. Esses dominios caracterizam-se por possuirem
condicdes de desnaturacdo idénticas, fazendo com que, a uma determinada
concentragdo de desnaturante ocorra desnaturacdo completa nesses dominios,
situados ao longo da molécula. Quando ha a desnaturagdo de um dominio,
processa-se transi¢do na conformacgdo da molécula, que passa de helicoidal para
parcialmente desnaturada e a migragdo da molécula no gel é interrompida
(Rosado & Duarte, 2002). Usando-se a técnica de DGGE, pode-se detectar
aproximadamente 50% das variacdes de sequéncias em fragmentos de DNA,
com até 500 pares de bases. Essa porcentagem pode ser aumentada para quase
100% quando se acrescenta a um dos lados do fragmento de DNA um segmento
rico em GC (grampo de GC). Esse grampo de GC, quando anexado a
extremidade 5 de um dos iniciadores, ¢ amplificado por PCR juntamente com o
DNA molde, agindo como um dominio de alta resisténcia a desnaturagdo, que
impede a dissociagdo das duas fitas do DNA em fitas simples. Normalmente, o
comprimento do grampo de GC varia entre 30 e 50 nucleotideos (Muyzer &
Smalla, 1998). O DNA presente em um gel de DGGE pode ser transferido para
membranas de nailon e hibridizado com sondas especificas para deteccdo de
grupos microbianos especificos. Além disso, bandas podem ser eluidas do gel,
reamplificadas e sequenciadas, permitindo a analise de homologia com
sequéncias depositadas em banco de dados (Muyzer & Smalla, 1998).

Cacau, suco de uva e a bebida fermentada cauim constituem um
ambiente caracterizado por um baixo pH e alta concentracdo de carboidratos
fermentesciveis, possivelmente oferecendo ambiente propicio para o

crescimento de leveduras (Mills et al., 2002; Sipiczki, 2003).
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Porém, os métodos tradicionais de isolamento sdo parcialmente seletivos
e excluem parte da comunidade microbiana existente na amostra a ser analisada
(Chen et al., 2008). Assim, o PCR-DGGE tem surgido como uma das técnicas
moleculares mais promissoras para o estudo do perfil de ecologia microbiana de
habitats naturais ou desconhecidos, tendo se expandido para alimentos e bebidas
(Muyzer & Smalla, 1998; Muyzer, 1999; Giraffa & Nievani, 2001; Ampe et al.,
1999; Ercolini et al., 2001; Cocolin et al., 2002).

Mesmo assim, espécies que se encontram abaixo de 4% da microbiota
de leveduras podem ndo ser cultivadas pelo método tradicional. Além disso, o
limite de deteccdo da técnica DGGE ¢ de 1% da microbiota de leveduras
(Prakitchaiwattana et al., 2004).

Tem sido sugerido que, em alguns habitats naturais, de 90 a 99% da
microbiota pode ser populacdo vidvel, mas ndo cultivavel (PVNC) pelos
métodos tradicionais (Amann et al., 1995; Ercolini et al., 2001). Alguns autores
relatam que Candida zemplinina néo tenha sido isolada por métodos tradicionais
de cultivo por ser uma (PVNC) em fermentagdo de vinho e cacau (Mills et al.,
2002; Nielsen et al., 2005).

A técnica DGGE ¢é uma ferramenta vidvel para a deteccdo de
organismos (PVNC), o que lhe confere certa vantagem (Muyzer & Smalla,
1998; Kurtzman & Robnett, 1998; Scorzetti et al., 2002; Girafffa & Neviani,
2001) com as demais técnicas moleculares.

Segundo Prakitchaiwattana et al. (2004), o DNA de outros grupos
microbianos pode interferir na amplificagdo do DNA de interesse e comprometer
a confianca e qualidade dos dados obtidos por DGGE. Porém, espécies que
apresentam em grande populacdo na amostra a ser analisada geram suficiente
quantidade de DNA molde, tendo assim, grande probabilidade de detecgdo.

Portanto, o conhecimento sobre a diversidade microbiana presente

durante fermentacao da bebida indigena “cauim” é de grande importancia para
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estudos futuros, por exemplo, a selecdo de estirpes que possam ser usadas como

culturas starter.
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1 RESUMO

Os indios da aldeia Tapirapé produzem diferentes alimentos e bebidas
fermentadas de modo empirico e artesanal. Para o preparo desses alimentos sdo
utilizados diversos substratos como cauim de milho (verde), de arroz, mandioca
(puba), amendoim, banana, semente de algoddo, bacaba, abobora e semente de
banana-brava. Objetivou-se neste trabalho, determinar as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas do cauim, obtido de diversas fontes, elaborado
na aldeia Tapi’itawa. O desenvolvimento desse estudo foi realizado inicialmente
por entrevistas com os indigenas, buscando saber os tipos de alimentos e bebidas
produzidos, a matéria-prima utilizada e o modo de preparo. Trés bebidas foram
preparadas com substratos cozidos e por processo fermentativo. Mandioca,
arroz, amendoim e sementes de algoddo foram os substratos utilizados na
elaboracdo das bebidas e foram inoculados com o liquido resultante da
mastigacdo de batata-doce. As bebidas foram preparadas e amostras foram
coletadas para posterior analise microbiologica e fisico-quimicas (pH, proteinas,
acidez total e amido e teores de carboidratos, alcoois e acidos orgénicos por
CLAE). Para o cauim de mandioca com arroz, com o decorrer da fermentagao,
houve aumento dos valores de acido latico e acético e aumento dos valores de
pH, com valores finais de 7,36 g/L; 0,86 g/L e 3,83 respectivamente, na amostra
T48 h de fermentagdo. Em geral, os carboidratos tenderam a diminuir com o
tempo de fermentacdo juntamente com os valores de amido. Os valores de
proteina ndo variaram com o tempo de fermentagdo (média de 3,33%). A bebida
cauim de amendoim com arroz apresentou diminui¢do nos valores de pH, amido
e proteina (4,0, 0,81% e 3,94%), no final do processo fermentativo. Os valores
de carboidratos tenderam a aumentar no inicio do processo fermentativo (glicose
1,88 g/L, T8 h; sacarose 50,52 g/L, T16 h e maltose 50,36 g/L, T16), passando a
diminuir a partir dessas amostras até as 48 h de fermentacdo. Para essa bebida,
as concentracdes de etanol aumentaram com a fermentagdo, mas foram sempre
inferiores a 0,31 g/L. Dentre os acidos analisados, destaca-se o latico que
apresentou maiores concentracdes, sendo de 26,9 g/ na amostra TO,
aumentando para 64,82 g/L, no final do processo fermentativo. O acido tartarico
que ndo foi detectado nas amostras SF e TO, mas apresentou 30,61 g/L na
amostra T8, variando durante a fermentagdo e atingindo 34,17 g/L na amostra
T48. Para cauim de semente de algoddo com arroz, os valores de pH e amido
decresceram para 4,76 (T48 h) e 0,99% ( T48 h), respectivamente. Os valores
de proteina variaram de 4,84% (T16 h) a 2,44% (T32 h). Os valores de
carboidratos foram inferiores aos das demais bebidas, sendo que o carboidrato
maltose ndo foi detectado nas amostras analisadas. Os valores de acido latico s
foram detectados a partir da amostra T40 h, atingindo maior valor na amostra
T48 (23,96 g/L). O &cido citrico, embora nao tenha sido detectado nas amostras
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TO, T16 e T24 h, apresentou maior valor que os demais no final do processo
fermentativo (64,71 g/L). As concentracdes dos demais acidos variaram de
acordo com o tempo de fermentagdo. Os valores de etanol aumentaram para 0,76
g/l na amostra T32, diminuindo para 0,37 g/L no final do processo
fermentativo. Os Tapirapé utilizam cauim no seu cotidiano, comemoragdes
festivais e rituais, sendo consumido por infantes, criancas e adultos. A
fermentacdo prolonga o tempo de consumo ou a duragdo dos produtos,
propiciando melhoria no sabor e aroma das bebidas, através das transformagdes
dos agucares ou acidos pelos micro-organismos fermentadores. A inoculagdo
propicia a quebra de agtcares complexos em agucares simples, desencadeando o
processo fermentativo.

Palavras-chave: Aldeia Tapi’itiwa, amendoim, arroz, bebidas indigenas, cauim,
mandioca, processo fermentativo e semente de algodao.
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2 ABSTRACT

The Indians of the Tribe Tapirapé produce different foods and fermented
beverages. For the preparation of these foods several substrates are used, such as
rice, cassava (Puba), peanuts, banana, cotton seed, bacaba, pumpkin seeds and
banana. The objective of this study was to determine the microbiological and
physical-chemical properties of cauim, obtained from various sources. The
development of this study was initially carried out by interviews with the
Indians, seeking to know the types of foods and beverages produced, the raw
material used and the mode of preparation of them. Three beverages were
prepared by cooking and fermentation process. Cassava, rice, peanut and cotton
seed were the substrates used in the preparation of beverages and were
inoculated with the liquid resulting from chewing sweet potato. The cauim were
prepared and samples were collected for microbial and physicochemical analysis
(pH, protein, total acidity and starch and concentrations of carbohydrates,
alcohols and organic acids by HPLC). For the cauim produced from cassava and
rice, there was an increase of both lactic acid and acetic acid and an increase in
pH, with final values of 7.36 g/ L, 0.86 g / L and 3.83 respectively during the 48
h of fermentation. In general, carbohydrates had the tendency to decrease with
time of fermentation along with the values of starch. Protein levels did not vary
during fermentation (3.33%). Cauim prepared from peanut and rice showed a
decrease in pH, starch and protein (4.0, 0.81% and 3.94%) at the end of the
fermentation process. The values of carbohydrates increased at the beginning of
the fermentation process (glucose 1.88 g / L, T8 h, sucrose 50.52 g/ L, T16 h
and maltose 50.36 g / L, T16), and decreased afterwards until the end of
fermentation. For this beverage, the ethanol concentration increased with
fermentation, but was always below 0.31 g / L. Among the acids analyzed, the
lactic acid showed the highest concentrations, being 26.9 g / L at TO sample,
increasing to 64.82 g / L at the end of the fermentation process. The tartaric acid
was not detected in SF samples and TO0, but showed concentrations of 30.61 g /
L in the sample T8, varying during fermentation and reached 34.17 g / L in
sample T48. For cauim elaborated from cotton seed and rice, the pH and starch
decreased to 4.76 (T48 h) and 0.99% (T48 h), respectively. Protein values
ranged from 4.84% (T16 h) 2.44% (T32 h). The values of carbohydrates were
lower than those of other beverages, and the maltose was not detected in any
samples. The values of lactic acid were only detected from the sample T40 h,
reaching higher values in sample T48 (23.96 g/ L). Citric acid, although was not
detected in samples TO, T16 and T24 h, showed a higher value than the others
cauim at the end of fermentation (64.71 g / L). The concentrations of all acids
varied according to fermentation time. The values of ethanol increased to 0.76 g
/ L in sample T32, decreasing to 0.37 g / L at the end of the fermentation
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process. Tapirapé people use cauim in their daily diet as staple food, festivals
and ritual celebrations, being consumed by infants, children and adults.
Fermentation prolongs the time of consumption or duration of products by
improvement of flavor and aroma of the beverage through the transformation of
sugars and acids by fermenting micro-organisms. Inoculation provides the
breakdown of complex sugars into simple sugars, triggering the fermentation
process.

Keywords: Village Tapi'itiwa, peanuts, rice, Indian beverages, cauim, cassava,
fermentation and cotton seed.
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3 INTRODUCAO

Os povos indigenas t€m se caracterizado pelo forte consumo de bebidas
fermentadas tradicionais e pelo uso frequente de outras substancias, extraidas de
plantas, em seus festivais e rituais. Nas comemoragdes de carater religioso e
social, o consumo dessas bebidas é acompanhado por cantos e dangas coletivas
que consolidam a unidade do povo e transmitem seu legado cultural (Traipi &
Griffith, 2006). Varias tribos indigenas brasileiras empregam processos
fermentativos no preparo de alimentos e bebidas, seja na Amazodnia (tribo
Araweté), na regido do Xingu (tribo Juruna) ou na regido central do pais (tribo
Tapirapé). O povo Mapuche da Argentina utiliza a mag¢a (Malus sp.) e o pinho
na obten¢do de bebidas fermentadas de baixo teor alcodlico, conhecidas como
chicha e muzay (Traipi & Griffith, 2006). Outras tribos indigenas, como os
Araweté da Amazodnia, os Kayapd do Xingu, os Karaja e Javaé¢ da Ilha do
Bananal e os Tapirapé utilizam a fermentagao para produzir alimentos e bebidas.

Os Tapirapé habitam uma regido de floresta tropical, com flora e fauna
tipicamente amazoénicas. Por serem agricultores, coletores, cagadores e
pescadores, suas aldeias devem estar proximas a densas florestas em terrenos
altos e inundaveis. Os Tapirapé historicamente vivem da horticultura, valendo-se
da caca e da pesca, secundariamente, e da coleta, como atividade minoritaria,
para subsistir (Wagley, 1988). Assim, os substratos (matéria-prima), para
producdo de alimentos e bebidas fermentadas, sdo cultivados em rogas
itinerantes ou sdo extraidos diretamente da floresta e do cerrado.

Segundo Wagley (1988), o principal produto agricola cultivado pelos
Tapirapé era a mandioca, tanto a brava quanto a mansa, preparada e consumida
de varias maneiras. As doces (ndo venenosas) eram cozidas ou assadas,
enquanto as amargas (venenosas) precisavam passar por um processamento

prévio, envolvendo fermentacao.
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A diversidade de alimentos e bebidas fermentadas produzidas em todo o
mundo ¢é grande. Dentre esses, citam-se a agbelima produzida a partir de
mandioca, consumida em Gana, Togo e Benin (massa tipo pdo) com
Lactobacillus (Lb.) spp., Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus spp., e
Bacillus spp., predominantes durante o processo fermentativo (Amoa-Awua et
al., 1996; Mante et al., 2003). A Boza, produzida na Bulgaria a partir de milho,
trigo e arroz, ¢ fermentacdo promovida pela mistura de leveduras e bactérias do
acido latico (Blandino et al., 2003). E a sobia preparada a partir do trigo e
consumida na Arabia Saudita, fermentada por Lb. cellobiosus, Lb. buchineri, Lb.
plantarum, Lb. brevis, Lb. delbrueckii, Leuconostoc lactis e Pediococcus
pentosaceus. Coliformes como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter (E.)
aerogenes, E. sakazakii, E. cloacae e Serratia liquefaciens. E leveduras como
Candida (C.) tropicalis, C. ciferrii, C. guilliermondii, C. lipolytica, Kloeckera
japonica e Rhodotorula rubra (Gassem, 2002).

Varios substratos sdo utilizados pelos indios Tapirapé para produzir a
bebida fermentada “cauim” tais como, mandioca, arroz, amendoim, milho e a
semente de algoddo. Esses substratos sdo processados de formas diferenciadas
de maneira tradicional e rudimentar, conferindo caracteristica peculiar a cada
uma das bebidas.

Verificando a importancia social e cultural dessas bebidas no uso diario
e comemoragdes festivas, o ambiente de preparagdo, a fonte de in6culo e como
se distribuem as tarefas de preparagdo e produgdo dessas bebidas, objetivou-se
caracterizar fisico-quimica e microbiologicamente o cauim preparado com a
mistura de diferentes substratos: arroz (Oryza sativa L.), mandioca (Manihot
esculenta ranz L.), batata-doce (Ipomoea batatas, L.), amendoim (Arachis
hypogaea, L.) e semente de algoddo (Gossypium hirsutum L.).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado junto ao povo Tapirapé, na aldeia Tapi’itdwa, nas
imediagdes da Serra do Urubu Branco, a aproximadamente 32 km de Confresa, a
10,8° de latitude sul e a 51,3° de longitude oeste, no extremo norte do estado de
Mato Grosso, Brasil. A regido tem clima equatorial quente e umido (trés meses
secos), com vegetacdo de Transicdo — Amazdnia e Cerrado (Miranda &
Amorim, 2000).

Visitas foram realizadas com o objetivo de fazer o levantamento dos
alimentos e bebidas fermentadas produzidos pelos indios Tapirapé. Assim,
observou-se o ambiente de preparacao, recipientes utilizados, fonte de substrato
ou matéria-prima, técnicas de preparo, tempo de preparagdo, consumo e
armazenamento.

Foram utilizados para a producdo de cauim os seguintes substratos:
mandioca (Manihot esculenta ranz L.), semente de algoddo (Gossypium
hirsutum L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), arroz (Oryza sativa L.) e batata-

doce (Ipomoea batatas L.).

4.2 Preparo de cauim cozido e fermentado
4.2.1 Cauim de mandioca (brava) com arroz

Foram utilizados como substrato, para preparo do cauim, mandioca
brava (puba pilada, 3 Kg) e arroz limpo (sem casca, 3 kg), para o preparo de,
aproximadamente, 10 litros de cauim.

Para obten¢do da puba, as raizes de mandioca foram colhidas na roga
dos Tapirapé, limpas, picadas e colocadas, com casca, em saco de linhagem, os

quais foram imersos em recipiente com agua (3 litros de 4gua para cada quilo de
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mandioca) e deixados de molho por trés a quatro dias (Figura 1), favorecendo a
hidrolise das fibras da mandioca e liberagdo de compostos cianogénicos. Depois
desse periodo a casca foi retirada e as raizes fermentadas foram secas ao sol.

Depois de seco esse substrato foi pilado para obter a farinha de mandioca puba.

FIGURA 1 Processamento dos substratos (pubagem — fotos 1 a 6) para produgéo
de cauim de mandioca com arroz (fotos 7 a 9).
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O arroz foi adquirido no mercado local da cidade de Confresa. O arroz
foi deixado de molho em &agua (1:2) para umedecer, durante 10 a 20 minutos
(Figura 2), findos os quais retirou-se a agua e o arroz umido foi pilado para obter
a farinha de arroz utilizada no preparo da bebida.

A farinha de arroz foi adicionada em agua quase em fervura para iniciar
o cozimento dos substratos. Em seguida, a farinha de puba foi adicionada.
Durante o cozimento, a mistura foi homogeneizada continuamente durante 60
minutos, tempo necessario ao completo cozimento. Nessa etapa, obteve-se o
cauim cozido (mingau) (Figura 2). Para o preparo da bebida de cauim (cauim
fermentado), aproximadamente cinco litros do cauim cozido foi inoculado com
150 a 200 mL do liquido da mastigagdo de batata-doce crua. Apds inoculagao, o
recipiente foi coberto e deixado em repouso durante 24 horas, para fermentar,
obtendo como produto final o cauim fermentado de mandioca com arroz (bebida

fermentada).
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FIGURA 2 Fluxograma geral de producao de cauim cozido e cauim fermentado.

4.2.2 Cauim de amendoim com arroz

Foram utilizados 2,5 Kg de amendoim sem casca (com pelicula) e 2,5
Kg de arroz limpo sem casca para o preparo deste cauim.

O amendoim foi pilado sem necessidade de secagem e remoc¢do da
pelicula. A farinha de amendoim obtida foi transferida para recipiente, contendo

cinco litros de agua e submetida ao cozimento (Figura 3).
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FIGURA 3 Processamento dos substratos para producdo de cauim de amendoim
com arroz.
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Durante essa etapa, o 6leo de amendoim foi removido e a solucdo foi
agitada constantemente para homogeneizagdo do substrato. Ap6s 20 minutos de
cozimento da farinha de amendoim, adicionou-se a farinha de arroz (2,5 Kg),
obtida a partir do processo descrito para cauim de mandioca com arroz. Volumes
de agua foram adicionados a mistura para obtencdo da fluidez desejada e
favorecer a homogeneizagcdo. O ponto de cozimento foi observado de acordo
com o amolecimento dos granulos das farinhas de amendoim e arroz ou quando
a mistura apresentou consisténcia semelhante a mingau (cauim cozido).

O cauim de amendoim com arroz foi submetido a fermentagdo, como
descrito para o cauim de mandioca com arroz, para obtengdo da bebida

fermentada de cauim.

4.2.3 Cauim de semente de algodao com arroz

Este cauim foi obtido a partir de 3 Kg de semente de algoddo desfiada e
3 Kg de arroz limpo sem casca.

As sementes de algodado, desfiadas, foram colocadas em recipiente com
agua a temperatura ambiente, por periodo de trés a quatro horas, para
intumescimento. Durante o periodo de intumescimento sdo preparadas as brasas
e cinzas que serdo empregadas no cozimento das sementes de algoddo. Os
Tapirapé da aldeia Tapi’itiwa queimaram garapa (Apuleia sp), amarelim
(Chlorophora tinctoria) ou angico (Piptadenia sp), para obten¢do das brasas e
cinzas. As cinzas e¢ as brasas foram adicionadas em recipiente de aluminio,
contendo aproximadamente 10L de &4gua, homogeneizadas, deixando-se a
mistura em repouso por 30 a 40 minutos. Depois desse tempo, necessario a
sedimentagdo do material sélido, as brasas e demais particulas em suspensao
foram retiradas e descartadas. O liquido resultante do material sedimentado
obtido, chamado agua de cinzas, foi utilizado para o preparo do cauim de

algodao e arroz.
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As sementes de algoddo intumescidas foram piladas e lavadas em agua
de cinza, sucessivamente, em peneira até que toda a polpa da semente fosse
dissolvida. Em seguida, a solugdo de polpa de semente de algoddo, juntamente
com o arroz previamente umedecido, foi aquecida e homogeneizada até
cozimento, obtendo-se o cauim cozido.

O cauim de algoddo com arroz foi submetido a fermentagdo, como
descrito para o cauim de mandioca, porém, sem inoculagdo com a mastigacio da
batata-doce. Deixou-se fermentar durante 24 horas, obtendo o cauim fermentado
de semente de algoddo com arroz e consumido até 48 horas, como descrito para

os demais tipos de cauim.

4.3 Amostragem

Foram coletadas amostras de cauim cozido (testemunha) nos mesmos
tempos em que foram coletadas amostras do cauim cozido submetido a
fermentacdo, ou seja, Oh, 12h, 24h, 36h e 48h para o cauim de mandioca com
arroz e Oh, 8h, 16h, 24h, 32h, 40h e 48h para os cauins de amendoim com arroz
e semente de algoddo com arroz. Em cada tempo, 20 mL das amostras foram
coletadas e transferidas para frascos Erlenmeyer, de 250 mL de capacidade,
contendo 180 mL de agua peptonada estéril (0,1% de peptona, 0,5% de NaCl,
0,03% Na,H,PO4). A mistura foi entdo homogeneizada em Stomacher e
diluigdes decimais foram preparadas para realizacdo das analises
microbioldgicas As analises fisico-quimicas foram realizadas com as amostras

homogeneizadas em Stomacher, sem emprego de diluigdes decimais.

4.4 Anélises microbioldgicas
A enumeragdo de micro-organismos foi realizada utilizando seis
diferentes meios de cultura. Plate count agar (PCA) para o total de bactérias

mesofilas, e MYGP agar (0,3% extrato levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5%

46



peptona, 1,0% de glicose, 2,0% agar adicionado de 100 mg de cloranfenicol e 50
mg de clortetraciclina por 1000 ml para inibir o crescimento bacteriano) para
contagem de leveduras, BDA (batata 2,0%, glicose 2,0%; éagar 1,5%) para o
crescimento de fungos filamentosos € MRS agar para bactérias lacticas. Apds o
espalhamento, as placas foram incubadas a 28 ° C por 48h para bactérias e 5 dias

para fungos filamentosos e leveduras, para avaliagdo do crescimento.

4.5 Caracterizacao fisico-quimica

Acidez, pH, amido e contetdo protéico foram determinados no
Laboratoério do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (UFLA), de acordo com
a metodologia proposta pela Association of Official Agricultural Chemists -
AOAC (1992).

Etanol, acidos orgénicos (4cido acético e acido lactico) e o perfil de
carboidratos (maltose, glicose, sacarose e frutose) foram analisados no
Laboratério do Departamento de Biologia - Microbiologia Agricola (UFLA),
durante a fermentagdo (Schwan et al., 2001). As analises foram realizadas em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, modelo LC-10A1, Shimadzu
Corp, Japao), equipado com duplo sistema de detecgdo constituido por detector
UV e detector por indice de refragdo (SPD-10Ai, RID - 10). A coluna
(Shimadzu, Shim-pack SCR-101H, de exclusdo i6nica) foi operada a
temperatura de 40 °C, para atingir separagdo cromatografica. Acidos, agcares
(maltose, frutose, glicose e sacarose), e etanol foram eluidos com acido
perclérico 100 mM a um fluxo de 0,8 mL/ min. Os acidos foram detectados
tanto por absorvancia UV (210 nm), quanto por indice de refracdo, enquanto
acucares e etanol foram detectados apenas pelo detector de indice de refragdo.
Actcares, acidos e etanol foram identificados e suas concentragdes foram

determinadas por comparacdo com os tempos de retencdo dados pelas
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respectivas curvas de calibragdo. Todas as amostras foram analisadas em

triplicata. O coeficiente de variagdo foi inferior a 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Cauim cozido e fermentado

Os indios Tapirapé utilizam a fermentagdo para produzir alimentos e
bebidas ha muitos anos, passando de geracdo a geragdo. As bebidas foram
preparadas com diferentes substratos (mandioca, amendoim e semente de
algoddo, tendo em comum a adig@o de arroz e solucdo de batata-doce). A Tabela
1 apresenta as caracteristicas de preparo dos diferentes cauins e sua utilizagao

pelos diferentes membros da tribo em diferentes ocasides.
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TABELA 1 Caracteristicas de preparo dos diferentes cauins, e sua utilizagcao pelos membros da tribo e em diferentes

ocasides.
Bebida  Substrato Modo de Recipientes Inéculo Tempo Consumo  Armazenam Faixa etaria
preparo utilizados ento consumidores
Cauim Milho, Pilagem; Vasilhames Sem inoculo Cozimento Alimenta¢do Consumido Infantes de 4
cozido arroz, cozimento de ceramica (60 a 90 min) diaria no dia apos meses a 2
mandioca ou aluminio 0 preparo anos de idade;
e outros Criangas e
adultos
Cauimde  Arroze Pubagem; Vasilhames Mastigacao Cozimento Alimentacdo Consumido Criangas e
mandioca mandioca pilagem; de ceramica  da batata- (60 290 min);  didriaenos de24 a48 adultos
com arroz cozimento ou aluminio doce Fermentacao festivais de horas
(24 horas) Cauinagem e
Kawio
Cauimde Amendoi Pilagem; Vasilhames Mastigacdo Cozimento Alimentacdo Consumido Criangas e
amendoim mearroz cozimento deceramica da batata- (60 290 min);  didriaenos de24 a48 adultos
com arroz ou aluminio doce Fermentacao festivais de horas
(24 horas) Cauinagem e
Kawio
Cauimde Semente  Pilagem Vasilhames Sem inoculo Cozimento Alimentagdo Consumido Adultos
semente de (algoddo); de ceramica (90 a 120 min); didriaenos de24 a48
de algoddo; cozimento ou aluminio Fermentacao festivais de horas
algodao arroz; (24 horas) Cauinagem e
com arroz cinzas Kawio




Esta bebida apresentou consisténcia liquido-pastosa, devido ao
processamento dos substratos, que envolveu a pilagem e cozimento durante o

preparo (Figura 4).

FIGURA 4 Cauim de mandioca com arroz

E uma bebida tipica, produzida pelos indios Tapirapé, em qualquer
época do ano. Embora o periodo de maturagdo da mandioca ocorra em,
aproximadamente, 6 meses apds o plantio, esse substrato pode ser conservado no
solo por até 30 meses apds o plantio. Além disso, o processamento do substrato
mandioca através da pubagem e desidratacdo das raizes ao sol, podera ser
armazenada durante 3 ou 4 meses. Dessa forma, terdo substrato disponivel para
o preparo da bebida cauim de mandioca, em qualquer época do ano (Tabela 1).
Criangas com quatro meses de vida até os dois anos de idade sdo alimentadas
com o leite materno e cauim (ndo fermentado). Demais criangas, jovens, adultos

e idosos fazem uso da bebida fermentada e nido fermentada diariamente,
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principalmente em suas comemoragdes festivas ou rituais (Tabela 1).

Outro tipo de cauim produzido pelos indios Tapirapé é o de amendoim
com arroz. A produgdo ¢ realizada durante todo o ano, pois o substrato se
encontra disponivel a venda no mercado local, garantindo sua produgdo em

qualquer época do ano. E consumido por criangas e adultos (Figura 5, Tabela 1).

FIGURA 5 Cauim de amendoim com arroz

A maior consisténcia do cauim de amendoim com arroz, foi
provavelmente devido a quantidade de o6leo contida nos frutos de amendoim.
Além do mais, os granulos presentes apds o processamento desse substrato
garantiram caracteristica densa e saborosa a bebida, que a difere dos demais
tipos de cauim.

O cauim de semente de algoddo ¢ o mais laborioso de todos os tipos de

cauim acima descritos. A comecar pela ardua tarefa de obtengdo dos graos nus e
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obten¢do da madeira para ser queimada. Esse tipo de bebida ndo é inoculado
com a mastigacdo da batata-doce, mas pode ser deixado a fermentar por igual
periodo e consumido somente por adultos em até 48 horas apds inicio do
processo fermentativo (Tabela 1). As criangas ndo sdo aconselhadas a tomarem
esse tipo de cauim. A frequéncia de preparacdo de cauim de semente de algodao
¢ esporadica e depende da disponibilidade do substrato nos meses de setembro a
janeiro (Tabela 1).

A coloragdo das bebidas de cauim (cauim fermentado) variou de acordo
com o substrato utilizado. O cauim de mandioca com arroz apresentou coloragao
branca acinzentada, em virtude do substrato e do processo de fermentacdo
(pubagem) que antecede a fermentacdo da bebida (Figura 4); o cauim de
amendoim com arroz apresentou coloracao esbranquigada (Figura 5), enquanto o
de semente de algoddo com arroz mostrou-se amarelado, coloragdo caracteristica

de componentes presentes na semente de algodao.

5.2 Cauim de mandioca com arroz

5.2.1 Andlises fisico-quimicas

Os valores de pH variaram de 3,83 a 4,91 (Tabela 2) nas amostras
coletadas apds a adigdo do fermento (saliva). No tempo TO (inicio da
fermentacdo), os valores observados foi o mais alto (4,91). Desse periodo em

diante, os valores de pH das amostras coletadas tenderam a diminuir.
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TABELA 2 Valores de proteina total, amido, pH, °Brix, frutose, glicose, sacarose, maltose, acido latico e 4cido acético
de amostras coletadas em diferentes periodos durante preparacdo da bebida fermentada indigena “Cauim de

mandioca com arroz”, por meio de analise fisico-quimica e CLAE.

Mandioca Ac.
com arroz pH °Brix Amido Proteina Frutose Glicose Sacarose Maltose  Ac. Latico  Acético
Amostra (%) (%) (L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
SF 4,1940,06 6,15+£0,34 11,77£0,94 3,33+£0,25 0,6840,06 1,11£0,19 0,07+0,00 2,38+0,28 3,36+0,20 0,33+0,03
TO 491+1,16  7,58+0,67 1,69+0,07 3,46+0,30 0,41+£0,03 1,02+0,31 0,07£0,00 2,29+0,18 3,83+0,20 0,75+0,03
T12 4,04+0,27 7,83+0,96 1,81+0,17 3,16+£0,20 0,54+0,03 1,35+0,24 0,06£0,00 3,04+0,21 3,91+0,11 0,51+0,04
T24 3,94+0,50  6,43+£3,09 1,66+0,11 3,24+0,30 0,35+0,03 1,02+0,09 0,09+0,01 2,65+0,28 3,73+0,20 0,41+0,02
T36 3,90+0,43  5,92+1,80 1,96+0,27 3,37+0,17 0,32+0,03 1,26+0,23  0,23+0,03 4,58+0,41 4,73+0,11 0,65+0,08
T48 3,83+0,55 7.,434£0,56 1,60+0,19 3,33+0,20 0,25+0,02 0,85+0,03 0,27+0,05 2,57+0,14 7,36+0,53 0,86+0,04

SF — Sem Fermentagdo; TO - zero hora de fermentagdo; T12 - 12 horas de fermentagdo; T24 - 24 horas
de fermentacdo; T36 - 36 horas de fermentagdo ¢ T48 - 48 horas de fermentagdo. Os resultados
expressam a média + desvio padrao.



O processo de obtengdo do fermento envolveu a mastigacdo da batata-
doce crua, que juntamente com os componentes da saliva foram adicionados ao
recipiente de prepara¢do contendo os substratos para fermentagdo. A adi¢do do
fermento promoveu aumento no valor de pH, o que pode ser constatado quando
se compararam os valores observados em TO e SF (Tabela 2).

Os valores observados na determinagdo do °Brix, durante a fermentagao
podem ser observados na Tabela 2. Em geral, observou-se ligeira tendéncia de
aumento do valor do Brix até 12 h de fermentagdo, entretanto apos esse periodo
foi observado decréscimo até 36 h. No periodo de 36 a 48 horas, novo acréscimo
do °Brix foi observado. Esses resultados mostraram que, em dois pontos, durante
o processo de fermentagdo ocorreu a liberagdo de agucares, possivelmente em
decorréncia da degradagdo do amido. Os valores de proteina bruta variaram
entre 3,16% (T12) a 3,46% (TO) (Tabela 2), apresentando média geral 3,3%.

Observaram-se diferencas no contetido de amido nos diferentes periodos
de avaliacdo das amostras analisadas. A média geral no teor de amido das
amostras foi de 3,41%, variando de 1,60% (T48) a 11,77% (SF), durante o
processo de preparagdo e fermentagdo da bebida cauim (Tabela 2).

Nao foram observadas diferencgas entre as amostras referentes ao teor de
frutose nas analises feitas com CLAE, para a bebida fermentada indigena cauim
de mandioca com arroz (Tabela 2). Os valores variaram entre 0,25g/L na
amostra T48 e 0,68g/L na amostra SF (Tabela 2). Houve tendéncia na reducao
dos teores de frutose em fungdo do tempo de fermentacdo, conforme dados da
Tabela 2.

Foram observadas diferengas nas concentragdes de glicose nas diferentes
amostras avaliadas por CLAE (Tabela 2). Os valores variaram entre 1,02g/L na
amostra TO e 1,35g/L na amostra T12 (Tabela 2). Com exce¢do da amostra T12,
em que houve aumento no teor de glicose, houve tendéncia de redugdo nos

teores desse agucar com o tempo de fermentacdo, o que também pode ser
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observado nos teores de frutose. A concentracdo de sacarose nas amostras do
cauim variou entre 0,06g/L na amostra T12 e 0,25g/L na amostra T36 (Tabela
2).

A concentragdo de maltose apresentou maiores valores absolutos em
relacdo aos teores dos demais aglcares avaliados durante a fermentag¢do. Esse
carboidrato esteve presente durante todo o processo, apresentando variagdo de
2,29¢/L. (T0O) a 4,58g/L (T36) (Tabela 2).

Houve diferengas para os teores de acido latico nas amostras analisadas.
Com o decorrer do processo fermentativo, observou-se aumento nas
concentragoes de acido latico. A média geral de acido latico foi de 4,48g/L, com
valores variando entre 3,36g/L, na amostra SF, e 7,36g/L, na amostra T48
(Tabela 2). Detectou-se também a presenca de acido latico em andlise fisico-
quimica de acidez total realizada com as amostras coletadas, confirmando os
resultados encontrados acima descritos. Em ambas as analises, a quantidade de
acido, principalmente o latico durante o desenvolvimento do processo
fermentativo, aumenta em volume com o tempo de fermentagdo, chegando a
atingir maior concentra¢do na amostra T48 (tempo final de fermentag@o).

Os valores de 4cido acético tenderam a aumentar de acordo com o
periodo de fermentagdo (Tabela 2). A concentragdo maxima de acido acético foi
de 0,86g/LL na amostra T48 (Tabela 2). A concentragdo de acido acético foi

inferior a de &cido latico em todo o processo fermentativo.

5.2.2 Populagdo microbiana (log UFC / mL) de cauim de mandioca com
arroz

A evolugdo dos grupos microbianos foi examinada em toda a

fermentacdo da mandioca e arroz para produzir cauim. A contagem da

populacao microbiana em diferentes meios de cultura durante a fermentagdo do

cauim de mandioca ¢ apresentada na Figura 6. A contagem total variou de 5,8 a
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10,2 log UFC / mL. As bactérias do acido latico (LAB) foram quantitativamente
o grupo dominante, ndo apresentando variagdes expressivas durante as 48 horas

de fermentacao.

12

Log UFC/ mL
(o]

4 4
2 _
0
TO T12 T24 T36 T48
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FIGURA 6 Populacao (log UFC / mL) de bactéria do acido latico (m) e
leveduras ( A) durante a fermenta¢do de cauim de mandioca
com arroz.

5.3 Cauim de amendoim com arroz
5.3.1 Analises fisico-quimicas

Os valores de pH apresentaram média de 4,53g/L, variando entre 5,56 na
amostra SF e 4,0 na amostra T48. Durante o processo fermentativo ocorreu
diminui¢ao nos valores de pH de acordo com o tempo de fermentacgdo, atingindo
menor valor no final do processo (Tabela 3). A tendéncia também foi observada

para as demais bebidas analisadas neste trabalho.
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TABELA 3 Valores de pH, °Brix, acidez total, amido, proteina total, frutose, glicose, sacarose ¢ maltose de amostras
coletadas em diferentes periodos durante preparagdo da bebida fermentada indigena cauim de amendoim
com arroz, determinados por analise fisico-quimica e CLAE.

Amendoim
com arroz pH °Brix AT Amido  Proteina Frutose Glicose Sacarose Maltose
Amostra (%) (%) (%) (g/'L) (g/'L) (g'L) (g/L)
SF 5,56+0,00 6,45+0,07 0,25+0,00 4,84+0,08 4,91+0,11 ND 0,18+0,00 05,30+0,00 ND
TO 5,07+£0,00  7,00+0,00 0,43+0,00 3,70+0,03 537+0,24 0,11£0,00 0,59+0,02 48,39+0,08 47,124+0,03
T8 4,54+0,00 6,85+0,07 0,49+0,03 2,99+0,05 5,61+2,16 0,10+0,00 1,88+0,00 49,06+0,00 50,14+0,22

T16 4,37+0,00  7,00+0,00 0,58+0,00 2,86+0,04 3,08+0,88 0,07+0,00 1,12+0,01 50,52+0,07 50,36+0,05

T24 4,36+£0,01 6,90+0,00 0,59+0,03 2,58+0,05 4,32+0,09 0,05+0,00 0,64+0,00 46,30+0,01 49,13+0,18

T32 4,29+0,00 7,05+0,07 0,59+0,03 2,11+£0,04 4,39+0,17 0,04+0,00 0,73+0,02 45,01+0,03 44,57+0,01

T40 4,10£0,01 6,85+0,07 0,65+0,00 1,78+0,08 4,41+0,14 0,02+0,00 0,47+£0,02 41,19+0,00 44,27+0,19

T48 4,00£0,01  6,80+0,00 0,72+0,00 0,81+0,18  3,94+0,20 0,02+0,00 0,66+0,01 46,23+0,04 45,29+0,06
SF — Sem Fermentagdo; TO - zero hora de fermentacdo; T12 - 12 horas de fermentagdo; T24 - 24 horas de fermentagao;
T36 - 36 horas de fermentacdo e T48 - 48 horas de fermentacdo. ND — ndo detectado. Os resultados expressam a média +
desvio padrao.




Os valores de °Brix variaram de 6,45g/L na amostra SF a 7,05g/L na
amostra T32, apresentando média de 6,86g/L (Tabela 3). Os teores de amido nas
amostras analisadas apresentaram variacao entre 4,84% na amostra SF e 0,81%
na amostra T48, demonstrando diminui¢do nos valores de amido de acordo com
o tempo de fermentacdo (Tabela 3). O teor de proteinas variou entre 3,08% na
amostra T16 ¢ 5,61% na amostra T8 (Tabela 3).

Para os valores de glicose a média foi de 0,78g/L, variando de 1,88g/L
na amostra T8 a 0,47g/L na amostra T40 (Tabela 3). Houve aumento nos teores
desse agucar a partir da amostra TO até a amostra TS, sendo o maior valor
apresentado, com ligeira tendéncia em reduzir os valores com o tempo de
fermentacdo até a amostra T48 (Tabela 3).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, observou-se
diferenca entre os valores de sacarose nas amostras SF (5,3g/L) e TO (48,39g/L).
Para as demais amostras, foi observado ligeiro aumento até a amostra T16, com
50,52¢g/L, e no final do processo a concentragdo de sacarose foi de 46,23g/L
(Tabela 3).

Concentragdes crescentes de etanol, mas inferiores a 0,31g/L, foram
detectadas nas amostras a partir das primeiras 24 horas de fermentagdo (Tabela
4).

A média geral para 4cido oxdlico nas amostras analisadas foi de 1,23g/L,
variando de 2,17g/L na amostra TO a 0,9¢/L na amostra T24. No inicio da
fermentacdo, observou-se aumento na concentragdo de acido oxalico logo apds a
inoculacdo da bebida, na amostra TO (0,9g/L), tendendo a diminuir os valores
até a amostra T24 (0,9g/L), voltando a aumentar os valores até o final da

fermentacdo, 1,13g/L, na amostra T48 (Tabela 4).

59



09

TABELA 4 Teores de frutose, glicose, sacarose, maltose e etanol determinados em amostras coletadas em diferentes
periodos durante a preparag@o da bebida fermentada indigena cauim de amendoim com arroz por CLAE.

Amendoim Etanol Oxalico Citrico Tartarico Malico Latico Acético
Amostra (g/L) (g/L) (gL) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
SF 0,03+0,00 1,294+0,04 04,65+0,30 ND 09,17+0,55 ND ND
TO 0,01£0,00 2,17+0,09 07,87+0,23 ND 12,99+0,18 26,90+0,69 5,58+0,09
T8 0,02+0,00 1,13+0,01 05,30+0,10 30,61+0,33 10,12+0,22 37,83+0,73 1,64+0,05
T16 0,01£0,00 1,11+£0,03 07,89+£0,58 31,99+0,24 09,22+0,31 46,17+0,98 2,45+0,25
T24 0,17+0,00 0,91+0,02 03,86+0,02 30,45+0,34 06,73£0,16 41,49+0,47 1,07+0,04
T32 0,15£0,00 0,97+£0,02 01,08£0,01 28,46+0,33 06,47+0,27 50,53+0,61 1,93+0,09
T40 0,21£0,00 1,19+0,03 ND 36,02+0,55 09,28+0,36 59,34+1,09 5,26+0,48
T48 0,31+0,00 1,13+0,01 ND 34,17+£0,14 08,77+0,09 64,83+0,85 3,53+0,27

SF — Sem Fermentacdo; TO - 0 hora de fermentagdo; T12 - 12 horas de fermentacdo; T24 - 24 horas
de fermentacdo; T36 - 36 horas de fermentagdo; T48 - 48 horas de fermentacdo. Os resultados
expressam a média + desvio padrdo. ND — ndo detectado.



Acido tartarico, diferentemente do 4cido citrico, ndo foi encontrado no
inicio da fermentacdo nas amostras SF e TO (Tabela 4), tendo sido detectado em
concentragdes superiores a 30g/L a partir de 16 horas apods inoculagdo (Tabela
4). As concentragdes de acido madlico oscilaram durante o periodo de
fermentagdo entre valores proximos a 9 g/L.

Houve diferencas para os teores de acido latico nas amostras analisadas
durante o processo fermentativo. A média geral foi de 40,88g/L, sendo que ndo
foi encontrado na amostra SF. Na amostra TO o valor apresentado foi de
26,9g/L, aumentando de acordo com o tempo de fermentagcdo e chegando a
64,82g/L na amostra T48, no final do processo fermentativo (Tabela 4). Assim
como observado para o dacido latico, teores de acido acético ndo foram
detectados na amostra SF. Na amostra TO foi detectada a maior concentragao de
acido acético (5,58g/L). Diferentemente dos demais acidos analisados, o 4cido
acético tendeu a aumentar em trés fases durante o processo fermentativo nas
amostras analisadas. Além do maior valor descrito em TO, apresentou aumento

na amostra T16 (2,45g/L) e na amostra T40 (5,26 g/L) (Tabela 4).

5.3.2 Populagdo microbiana (log UFC / mL) de “cauim de amendoim com
arroz

As contagens das popula¢des microbianas nos diferentes tipos de meios
de cultivo para cauim de amendoim com arroz sdo apresentadas na Figura 7. A
contagem total atingiu maior valor (7,44 log UFC / mL) no final do processo
fermentativo, com 48 horas de fermentagdo. Os micro-organismos amostrados
apresentaram significativo aumento da populagdo logo no inicio do processo
fermentativo, principalmente para bactérias mesofilas e bactérias do 4cido latico,
que apresentaram crescimento de 6,40 e 6,41 log UFC / mL, respectivamente, na
amostra TO. Esses dois grupos bacterianos persistiram durante todo o processo,

com pequena variagdo para bactéria mesofila ao final do processo na amostra
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T40 (5,56 log UFC / mL). A populagdo leveduriforme, com 3,04 log UFC / mL
na amostra TO, tendeu a aumentar de acordo com o tempo de fermentagao,

chegando a 5,61 log UFC / mL na amostra T48.
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FIGURA 7 Populagdo (log UFC / mL) de bactéria mesofila total (¢),
bactéria do 4cido latico (m), e leveduras (A) durante
fermenta¢do de cauim de amendoim com arroz.

5.4 Cauim de semente de algoddo com arroz

5.4.1 Andlises fisico-quimicas

Os valores de pH variaram de 6,92 na amostra TO a 4,76 na amostra
T48, apresentando média de 5,55 (Tabela 5). Resultados semelhantes foram
obtidos em amostras analisadas de cauins de mandioca com arroz ¢ de
amendoim com arroz, nos quais os valores de pH tenderam a diminuir de acordo
com o tempo de fermentagao.

Os valores de °Brix nas amostras analisadas ndo apresentaram muita
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varia¢do, situando-se entre 6,4% na amostra T8 ¢ 6,05% na amostra T32 (Tabela
5).

A acidez total variou de 0,48% na amostra TO a 0,18% na amostra T8
(Tabela 5). Nas amostras subsequentes, os valores tenderam a aumentar,
chegando a 0,42% na amostra T48.

Os valores de amido para cauim de semente de algoddo com arroz
variaram de 2,72g/L na amostra T8 a 0,99g/L na amostra T48. Como observado
nos tempos TO e T8, para ter havido fase de adaptacdo ao meio durante as 8
primeiras horas de fermentagdo. A partir da amostra T12 houve diminui¢ao nos
valores de amido, de acordo com o aumento do tempo de fermentagdo (Tabela
5). Os valores de proteinas apresentaram média geral de 3,62%, ocorrendo
aumento e diminui¢do nesses valores durante o processo fermentativo. Na
amostra TO o valor apresentado ¢ de 4,01%, aumentando para 4,84% na amostra

T16, sendo o maior valor observado (Tabela 5).
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TABELA 5 Valores de pH, °Brix, acidez total, amido, proteina total, frutose, glicose, sacarose e maltose de amostras
coletadas em diferentes periodos durante preparagdo da bebida fermentada indigena cauim de semente de
algoddo com arroz.

Algodao
com arroz pH °Brix AT Amido Proteina  Frutose  Glicose Sacarose
Amostra (o) (%) (%) (g/'L) g/ (49

TO 6,92+0,03 6,35+0,07 0,48+0,00 2,67+0,08 4,01+1,00 0,0048 0,12+0,00 1,11+0,00
T8 5,79+£0,01 6,40+0,00 0,18+0,00 2,72+0,06 4,20+0,42 0,1152 0,88+0,00 3,55+0,00
T16 5,31£0,00 6,30+0,00 0,24+0,00 2,28+0,04 4,84+0,26 0,0244 0,35+0,00 0,97+0,00
T24 5,58+0,03 6,30+0,00 0,24+0,00 1,85+0,04 3,50+0,91 0,0037 0,08+0,00 0,59+0,00
T32 5,35+0,00 6,05+0,07 0,27+0,00 1,77+0,11 2,44+0,29 0,0041 0,09+0,00 0,64+0,00
T40 5,17+0,02 6,35+0,07 0,32+0,02 1,31+0,11 2,49+0,23 0,0095 0,33+0,00 1,56+0,00

T48 4,76+0,00 6,30+0,00 0,42+0,00 0,99+0,05 3,90+0,14 ND 0,50+0,00 1,78+0,00
SF — Sem Fermentagao; TO - 0 hora de fermentagdo; T12 - 12 horas de fermentagdo; T24 - 24 horas de fermentacao.
Os resultados expressam a média + desvio padrao. ND - ndo detectato




A média geral para glicose nas amostras analisadas foi de 0,32g/L,
variando de 0,87g/L na amostra T8 e 0,07g/L na amostra T24. Embora os
valores de glicose determinados sejam relativamente baixos, ocorreu aumento
logo no inicio do processo fermentativo atingindo seu maior indice na amostra
T8. Depois, decréscimo até a amostra T24, voltando a aumentar de acordo com o
tempo de fermentacdo, atingindo 0,5g/L na amostra T48 (Tabela 5). Uma
possivel explicacdo para o aumento de glicose pode ser devido a degradacao das
dextrinas do amido e da maltose.

O teor de sacarose variou de 3,54g/L na amostra T8 a 0,58g/L na
amostra T24, apresentando média de 1,44g/L. Houve um aumento consideravel
de sacarose logo no inicio da fermentacdo, passando de 1,1g/L na amostra TO
para 3,5g/L na amostra T8 (Tabela 5).

A presenga de etanol no inicio do processo fermentativo ndo foi
detectada, somente apareceu a partir da amostra T16 com o menor valor
apresentado de 0,01g/L. De acordo com o tempo de fermentagdo, a presenga de
etanol nas amostras analisadas aumentou até atingir o valor de 0,76g/L na
amostra T32. A partir dai, ocorreu reducao para 0,32g/L na amostra T40 e

manteve-se praticamente estavel até o final do processo fermentativo (Tabela 6).
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TABELA 6 Valores de etanol, acidos: oxalico, citrico, tartarico, malico, latico e acético determinados em amostras
coletadas em diferentes periodos, durante a preparag@o da bebida fermentada indigena cauim de semente
de algoddo com arroz por CLAE.

Algodao

com arroz Etanol Oxélico Citrico Tartarico Malico Latico Acético

Amostra (g/M) (49) (g/M) (g/L) (49) (g/M) (g')
TO ND 1,50+0,01 ND 36,34+0,50  12,54+0,24 ND ND
T8 ND 2,11+0,08 12,27+¢0,09  38,07+£0,16  13,66+0,19 ND ND
T16 0,01+£0,00  1,23+0,00 ND 35,46+0,38  11,03+0,32 ND 05,71+0,33
T24 0,32+0,00  1,25+0,02 ND 37,32+0,15 11,19+0,32 ND 04,33+0,35
T32 0,76+0,01  0,98+0,05  33,88+0,21  37,30+£0,35  08,71+0,63 ND 06,35+0,35
T40 0,32+0,00  1,08+0,03  53,20+0,57  38,39+0,33  09,58+0,34  15,93+0,23  06,62+0,19
T48 0,37£0,00  1,03£0,00 64,71£0,47  40,32+0,13  12,7440,18  23,96+0,26  10,69+0,06

SF — Sem Fermentagdo; TO - 0 hora de fermentagdo; T12 - 12 horas de fermentacdo; T24 - 24 horas de
fermentacdo; T36 - 36 horas de fermentagcdo; T48 - 48 horas de fermentacdo. Copiar da Tabela 1. ND =

ndo detectado.



A Tabela 6 apresenta os resultados de acidos analisados em todas as
amostras do cauim de semente de algoddo com arroz. Para o 4cido oxalico, a
média apresentada foi de 1,3g/L, variando de 2,11g/L na amostra T8 a 0,98g/L
na amostra T32. Observou-se aumento na presen¢a desse acido no inicio da
fermentacdo, passando de 1,49g/L na amostra TO para 2,11g/L na amostra T8.
Depois, houve reducdo desse valor para 1,22g/L na amostra T16, mantendo-se
estavel até o tempo de 32h, apds o qual apresentou decréscimo, estabilizando
em valores proximos a 0,98g/L (Tabela 6).

O é4cido citrico ndo foi encontrado nos tempos 0, 16 ¢ 24 horas de
fermentacdo. No tempo T8 havia 12,26g/L, aumentando em 6 vezes até o final
da fermentacdo (Tabela 6).

O acido tartarico foi detectado em elevadas concentragdes, em relagdo
aos demais acidos analisados, durante todo o processo fermentativo. A média
geral foi de 37,59g/L, variando de 35,45g/L na amostra T16 e 40,32g/L na
amostra T48 (Tabela 6).

O teor de acido malico tendeu a diminuir na maioria das amostras de
acordo com o tempo de fermentag@o. No inicio, houve aumento de 12,5g/L na
amostra TO para 13,66g/L na amostra T8. Nas amostras seguintes o teor desse
acido diminuiu para 8,7g/L (T32), voltando a aumentar a partir desse tempo,
chegando a concentragao del2,74g/L na Gltima amostra analisada (Tabela 6).

Nao foram encontrados valores de acido latico nas cinco primeiras
amostras analisadas para cauim de semente de algoddo com arroz (Tabela 6).
Somente a partir da amostra T40 foi possivel detectar a presenca desse acido,
com concentracao de 15,93g/L, aumentando para 23,95g/L no final do processo
fermentativo na amostra T48.

Nao foi possivel determinar os valores de acido acético no inicio do
processo fermentativo. De acordo com os dados apresentados na Tabela 6,

notou-se a presenca de acido acético a partir da amostra T16 (5,71g/L)",
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mantendo-se praticamente estavel até a amostra T40 (6,6g/L) e aumentando em

mais de 60% de sua concentragdo, em relagdo T40, na amostra T48 (Tabela 6).

5.4.2 Populacdo microbiana (log UFC / mL) de cauim de semente de
algodédo com arroz

A Figura 8 apresenta a contagem da populagdo microbiana nos
diferentes tipos de meios de cultivo para cauim de semente de algoddo com
arroz. No final do processo fermentativo, a populagdo microbiana atingiu
maxima populagdo (8,47 log UFC / mL). A populagdo de bactérias mesofilas
apresentou-se mais consistente no processo, aumentando para 5,36 log UFC /
mL na amostra T8, atingindo seu maior nivel na amostra seguinte (T16) com
7,51 log UFC / mL, mantendo-se praticamente estavel até o final do processo
fermentativo. A populagdo de bactérias do acido latico apresentou crescimento a
partir da amostra T8 para T16, atingindo seu maior valor nessa amostra (8,47 log
UFC / mL), diminuindo no final do processo fermentativo na amostra T48 (6,78

log UFC / mL).
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FIGURA 8 Populacao (log UFC / mL) de bactéria mesofila total (#) e bactéria

do acido latico (m) durante fermentacdo de cauim de semente de
algoddo com arroz.

TABELA 7 Tabela geral do tempo final de fermentacao (48 h) das bebidas
(dados resumidos das Tabelas 2, 3,4, 5 ¢ 6).

Semente de

Mandioca Amendoim algodéo

comarroz comarroz  com arroz
pH 3,83+0,55 4,00+0,01  4,76+0,00
°Brix 7,43+0,56 6,80+0,00 6,30+0,00
Amido (%) 1,60+0,19 0,81+0,18 0,99+0,05
Proteina (%)  3,33+0,20 3,94+0,20 3,90+0,14
Frutose (/L) 0,25+0,02 0,02+0,00 ND
Glicose (g/L) 0,85+0,03 0,66+0,01 0,50+0,00
Sacarose (g/L) 0,27+0,05 46,23+0,04 1,78+0,00
Maltose (g/L) 2,57+0,14 45,29+0,06 ND
Acido latico (g/L) 7,36+0,53 64,83+0,85 23,96x0,26
Acido acético (g/L) 0,86+0,04 3,53+0,27 10,69+0,06
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6 DISCUSSAO

A fermentagdo do cauim, assim como observado nos diferentes tipos de
bebidas e alimentos fermentados indigenas ou tradicionais (Almeida et al., 2007,
Schwan et al., 2007), apresentou complexa associagdo entre bactérias laticas,
outras bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Blandino et al., 2003;
Jespersen, 2003).

Os resultados indicaram que houve preponderancia de LAB, como
também observado em outros estudos sobre fermentagdo de mandioca (Amoa-
Awua et al., 1996; Kimaryo et al., 2000; Coulin et al., 2006). Fungos
filamentosos ndo foram detectados nas amostras avaliadas.

Para cauim de semente de algoddo com arroz, a populagdo de
bactérias do acido latico apresentou crescimento a partir da amostra T8 para
T16, atingindo seu maior valor nessa amostra (8,47 log UFC / mL), diminuindo
no final do processo fermentativo na amostra T48 (6,78 log UFC / mL). Essa
bebida ndo ¢ inoculada com saliva da mastigagdo de batata-doce, o que
provavelmente explica esse comportamento, quando se comparam os resultados
obtidos nas demais bebidas analisadas que obtiveram inoculagdo. A presenca e
crescimento dessas bactérias como consta na Figura 8 confirma sua atividade,
durante o processo fermentativo de cauim de semente de algoddo com arroz.

A adicao de saliva a partir da mastigacao da batata-doce no recipiente de
preparagdo pode agir degradando o amido contido nos substratos, o que pode ser
devido a presenca da amilase salivar. Trabalhos com subprodutos da mandioca
obtidos via fermentagdo tém demonstrado que ocorre degradacdo do amido por
amilases produzidas pelos micro-organismos presentes nos substratos (Demiate
et al., 2000) e varias altera¢des ocorrem no amido durante a fermentagdo, devido

ao desenvolvimento de uma gama de micro-organismos (Cereda & Giaj-Levra,
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1987). Durante o processo de obtengdo de cauim, t€ém sido encontradas bactérias
do acido latico e leveduras (Almeida et al., 2007; Schwan et al., 2007).

De acordo com Omemu et al. (2007) a capacidade amilolitica de
algumas leveduras, em especial Candida, é importante para dar inicio ao
processo, realizando a quebra dos agucares complexos e liberando acucares
simples que podem ser usados por outros organismos fermentadores. Processo
semelhante pode ter ocorrido durante as etapas de fermentacao para obtengdo de
cuins fermentados.

Os valores médios e o decréscimo do pH durante o processo
fermentativo das bebidas avaliadas neste trabalho (Tabelas 2, 3 e 5) estdo de
acordo com dados de literatura sobre alimentos e bebidas fermentadas
empregando fontes amildceas, em especial, mandioca (Baleia et al., 2004;
Moorthy et al., 1993). Resultados semelhantes também foram encontrados em
amostras de fufu inoculadas com leveduras, com os valores de pH decrescendo
de 4,3 para 3,7 no final do processo fermentativo na obten¢do de attoukpou
(Fagbemi & Ijah, 2006) e Nevry et al. (2007).

Durante a fermentagdo de substincias amilaceas o contetido de amilose
diminuiu nos primeiros dias, possivelmente devido a hidrélise por enzimas
amiloliticas. Posteriormente, o granulo de amido passa por novos rearranjos,
seguido por possiveis agdes da enzima sobre a amilopectina, quebrando as
ramificagdes dessa e promovendo o aumento no teor de amilose (George et al.,
1995). Isso pode ser uma possivel explicacdo para os dois maiores valores
observados para o °Brix em cauim de mandioca com arroz, nos tempos 12 e 48
horas (Tabela 2). Para os cauins de amendoim com arroz e cauim de semente de
algoddo com arroz ndo ocorreram variagdes nos valores de °Brix, mantendo-se
praticamente estaveis durante o processo fermentativo (Tabelas 3 e 5).
Possivelmente, essa diferenca pode estar relacionada com o substrato mandioca

ausente nos demais tipos de cauins. Contudo em subprodutos da mandioca,
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obtidos via fermentagdo tem ocorrido degradagdo do amido por amilases
produzidas pelos micro-organismos presentes nos substratos (Demiate et al.,
2000).

Os valores de proteinas nas amostras analisadas sdo considerados baixos
quando comparados com outras fontes de proteinas de origem vegetal, como,
por exemplo, a soja, que possui aproximadamente 40% de proteina bruta. Essa
tendéncia ja era esperada, pois de acordo com Fagbemi & Ijah (2006), alimentos
ricos em carboidratos como cereais, inhame e mandioca, em geral sdo pobres em
proteinas. Segundo esses mesmos autores, o contetido de proteina em mandioca
crua ¢ de 0,4%, enquanto que o de carboidratos é de cerca 86%. E,
possivelmente o valor superior (3,9%) para cauim de mandioca com arroz seja o
resultado do aumento no numero de bactérias e leveduras que crescem no meio
de fermentag¢do. No preparo de fufu, a adi¢do de 0,5g de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae, separadamente e juntas, elevou o teor de proteina de
0,4% (massa crua) para 7,90%, 6,34% e 10,0%, quando inoculadas juntas em 96
horas de fermentagdo (Fagbemi & Ijah, 2006).

Tem sido observado na literatura que ndo ha incremento no conteudo de
proteina bruta em decorréncia do processo de fermentagdo, principalmente nas
fermentacdes de origem amilacea. Resultados semelhantes foram encontrados
para os tipos de cauim analisados em que os valores observados para proteinas
foram relativamente baixos. Além disso, em estudo da determinagdo da
composicdo quimica de subprodutos da mandioca, Cereda & Fioretto (1983)
verificaram altas quantidades de amido (69,76%) e o valor de proteina
encontrado foi de 1,51%.

Os micro-organismos fermentativos normalmente obtém alguns ou todos
os seus aminoacidos a partir do ambiente de fermentagdo. Dependendo de suas
propriedades biossintéticas, os micro-organismos podem ou ndo ser capazes de

converter os aminoacidos presentes nesses substratos em compostos protéicos.
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Bactérias acido-laticas normalmente predominam na fermentacdo do amido,
essas por sua vez ndo sdo capazes de sintetizarem e incrementarem o conteiido
de proteina, nesses produtos da fermentagado (Oliveira et al., 2001).

Os resultados aqui obtidos concordam com os resultados da literatura
quanto ao teor de proteina bruta em subprodutos da fermentagdo acido-latica
(Cereda & Fioretto, 1983). Devido a isso, alimentos e bebidas fermentadas
indigenas normalmente sdo consumidos juntamente com fonte de proteina de
origem animal, como peixe, tartaruga e animais silvestres.

Apesar do baixo conteudo protéico, alimentos ricos em amido e outros
carboidratos podem ser utilizados como fonte de substrato para o
desenvolvimento microbiano, em que o nitrogénio ndo protéico pode ser
transformado em proteina microbiana.

Varias alteragdes ocorrem no amido durante a fermentagdo devido ao
desenvolvimento dos micro-organismos (Cereda & Giaj-Levra, 1987). Durante o
processo de obtencdo do cauim de mandioca e arroz, foram identificadas
diferentes espécies de bactérias e leveduras (Almeida et al., 2007; Schwan et al.,
2007).

As modificagdes do amido durante o processo de fermentacdo
normalmente levam a producdo de agtcares simples (Cereda, 1983). Em geral, o
processo de fermentagdo do amido nos alimentos ¢ bebidas fermentadas, altera
entre fases aerdbicas e anaerdbicas (Cereda & Lima, 1985). Essa caracteristica
possivelmente seja o motivo das oscilagdes observadas nos teores de agucares
avaliados nesse estudo.

Alteragdes nas propriedades fisico-quimicas em decorréncia da
degrada¢do do amido foram relatadas por outros autores. Essas alteracdes
modificam o sabor e o odor do produto. As leveduras podem estar consumindo
os acidos organicos, formando compostos aromaticos que, em conjunto com o0s

acidos organicos produzidos durante a fermentagao, sdo responsaveis por definir

70



as caracteristicas acima citadas (Cereda, 1987). Esse talvez seja um dos motivos
da preferéncia pela bebida fermentada indigena cauim, apds processo de

fermentacao.

A reducdo no teor de agucares simples, em especial a glicose, esta de
acordo com o observado na literatura para o processo de fermentagdo de
alimentos e bebidas (Silveira, 2001).

Conforme comentado anteriormente, as modificagdes ocorridas durante
o processo de fermentacdo, normalmente levam a produgdo de agucares mais
simples, entre eles a frutose. Esses agucares sdo utilizados durante o processo de
fermentacdo como fonte de energia pelos micro-organismos. Esse processo,
possivelmente € o responsavel pelas alteragdes no sabor e aroma dos produtos

obtidos da fermentagdo (Silveira et al., 2000).

O aumento da concentracdo de maltose no decorrer do processo de
fermentacdo da bebida cauim de mandioca com arroz pode ser resultado da
degradag@o do amido e suas dextrinas por agdo da presenca da amilase salivar ou
devido a presenca de leveduras (Omemu et al., 2007), durante o processo
fermentativo.

A presenca de frutose em cauim de semente de algodao foi inferior a
quantidade determinada para os demais tipos de cauim analisados (Tabelas 2, 3 e
5). As modificagdes do amido durante o processo de fermentacdo normalmente
levam a produg@o de agucares simples (Cereda et al., 1983), essa, possivelmente,
pode ser a explicagdo para valores inferiores apresentados para cauim de
semente de algoddo. Visto que os substratos utilizados proporcionam menor
quantidade de amido para ser fermentado durante o processo de obtengdo da
bebida.

A sacarose, possivelmente pode ter surgido da inulina, de fruto-

oligossacarideos hidrolisados ou terem sido liberadas como frutose citosolica
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pela degradacdo do tecido vegetal.

De acordo com os resultados encontrados tanto para acido latico como
para é4cido acético, pode-se inferir que os acucares contidos no substrato em
fermentacdo estavam sendo transformados nesses acidos, definindo as
caracteristicas organolépticas desejaveis para a bebida. A producgdo desses
acidos no meio de fermentacdo propicia o enriquecimento da dieta desses povos
através de uma diversidade de sabores, texturas e aromas, provenientes das
transformagdes desses acidos ou aglicares através do proprio micro-organismo
ou por agdo de suas enzimas. Esse aumento pode ter sido proporcionado pelas
bactérias do acido latico que encontravam-se presentes em todas as amostras de
cauim analisadas.

Os acidos, latico e acético, bem como alguns alcoois e fermentagdes
alcalinas, vao atuar na preservacao dos substratos a serem fermentados (Caplice
& Fitzgerald, 1999; Blandino et al., 2003), prolongando a vida util do alimento
ou o tempo de utilizagcdo dessas matérias-primas.

A produg@o de alimentos e bebidas fermentadas na comunidade indigena
Tapirapé se faz presente historicamente. Desde os primeiros contatos
estabelecidos e os registros do SPI (Sistema de Protegdo ao indio) feitos por
funcionarios e pesquisadores no inicio e meados do século XX, confirmam o uso
dessas técnicas empiricas e rudimentares para a producdo de alimentos e bebidas
no seu cotidiano, comemoragdes festivas e rituais. Segundo Wagley (1988),
nenhum Tapirapé comia carne de peixe sem a farinha de puba, o que acontece
até os dias atuais.

Os pais de infantes devem seguir a dieta pds-parto. O pai pode tentar
ingerir alimentagao normal. Se o bebé estiver saudavel, podera continuar. A mae
tem que seguir rigorosamente a dieta comendo cauim cozido sem agticar, nos
primeiros 30 dias da dieta e ndo tomar dgua fria. Apo6s 30 dias, a mae podera

inserir peixe ou outra fonte protéica por mais 30 dias. Dos 60 aos 90 dias se
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alimentard de cauim cozido e duas fontes protéicas. Apds os 90 dias de dieta
podera tentar ingerir alimentagdo normal. Se o bebé continuar saudavel tudo
bem, caso contrario, devera reiniciar toda a dieta.

As criangas sdo alimentadas com cauim cozido sem acgucar apos 0s
quatro meses de vida e continuam até os dois anos de idade, acompanhado do
leite materno.

O cauim fermentado preparado a partir da inocula¢do do cauim cozido,
geralmente ¢ utilizado, quando ndo pode ser consumido todo no mesmo dia, ou
durante os festivais, por exemplo, a cauinagem, onde uma grande quantidade de
cauim deve ser preparada para que seja servido durante os trés a cinco dias de
festas. Nesse tipo de cauim, a inoculagdo ou fermento desencadeia o processo
fermentativo, pois a saliva contém a enzima amilase que age sobre os
componentes do amido, principal componente do substrato. A amilase age
quebrando esses aglcares complexos, liberando agucares simples que sdo
utilizados pelos micro-organismos iniciadores do processo fermentativo.
Embora, para os Tapirapé, a utilizacdo da batata-doce como fermento apds a
mastigacdo, seja um mecanismo para tornar a bebida um pouco adocicada e mais
saborosa. Essa bebida deve ser consumida, no maximo, até 48 horas apos o
inicio da fermentagao.

Muitos povos indigenas, assim como os Tapirapé, utilizam a
fermentacdo para produzir alimentos e bebidas e o fazem com o intuito de
prolongar o tempo de consumo ou a duragdo desses produtos. Possibilitando
dessa forma, consumi-los apés horas, dias, ou até mesmo meses apds seu
preparo. As tarefas atribuidas quanto ao cultivo de matéria-prima utilizada como
substrato, usado no preparo dos alimentos e bebidas pelos indios Tapirapé, fica a
cargo dos homens, desde o cultivo e cuidado da roga até a colheita dos produtos,
enquanto que o preparo das bebidas e alimentos sdo tarefas atribuidas as

mulheres. Os homens ndo devem se envolver nas tarefas de preparo desses
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alimentos ou bebidas, nem mesmo para pilar os substratos.

O cauim tem sido produzido durante anos pela fermentagdo natural dos
substratos e os micro-organismos envolvidos no processo sdo possivelmente
provenientes dos utensilios (pildo), substratos e manipulagdo (inoculagdo com
batata-doce). Do mesmo modo como ocorria com os processos de produgdo de
vinho em que as leveduras da prdpria uva ou os equipamentos serviam como

indculo para iniciar o processo fermentativo (Maro et al., 2007).
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE BACTERIAS PRESENTES EM FERMENTACAO
DE SEMENTES DE ALGODAO E ARROZ POR METODOS
DEPENDENTES E INDEPENDENTES DE CULTIVO
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1 RESUMO

Amostras de cauim produzido a partir de semente de algoddo e arroz
foram coletadas a cada 8 h de fermentacdo, para analise da microbiota presente
na bebida, no periodo de 48 h de fermentacdo. As bactérias foram agrupadas em
Gram-negativas (12,96%), Gram-positivas catalase positiva (58,15%) e Gram-
positivas catalase negativa (41,84). Dentre as bactérias Gram-positivas, as
espécies Lactobacillus sp (13,47%), Bacillus sp (12,76%), Lactobacillus
plantarum (11,34%), Corynebacterium amycolatum (10,63%), e Lactobacillus
agilis (9,92%) foram as mais frequentes. O género Lactobacillus (Lb.),
compreendeu o maior nimero de isolados, sendo identificadas 15 espécies nas
amostras analisadas de cauim fermentado de semente de algodao com arroz. Nao
houve crescimento de leveduras e fungos filamentosos em nenhuma das
amostras analisadas. A populagdo bacteriana alcangou valores em torno de 8,0
log UFC / mL. Um total de 162 estirpes de bactéria compreendendo 33
morfotipos foram isoladas e identificadas. Analises de DGGE foram realizadas
com o intuito de observar a dindmica das comunidades de bactérias e fungos,
sendo possivel observar que ndo houve predominio de uma ou mais bandas
durante todo o processo fermentativo de cauim de sementes de algoddo com
arroz. E um indicativo de que os resultados obtidos estdo de acordo com os da
identificacdo pelo método tradicional, confirmando os resultados apresentados
neste estudo.

Palavras-chave: Bactérias, Gram-positivas e Gram-negativas, cauim,
Lactobacillus.
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2 ABSTRACT

Samples of cauim produced from seed cotton and rice were collected
every 8 h of fermentation for analysis of the microbiota present during 48 h of
fermentation. The bacteria were grouped into Gram-negative (12.96%), Gram-
positive catalase positive (58.15%) and Gram-positive catalase negative (41.84).
Among the Gram-positive species Lactobacillus sp (13.47%), Bacillus sp
(12.76%), Lactobacillus plantarum (11.34%), Corynebacterium amycolatum
(10.63%), and Lactobacillus agilis (9.92%) were the most frequent
microorganisms. The genus Lactobacillus (Lb.), comprised the largest number
of isolates. It was identified 15 different species in the samples of cauim
fermented cotton seed with rice. There was no growth of yeasts and filamentous
fungi in any of the samples analyzed. The bacterial population reached values
around 8.0 log CFU / mL. A total of 162 strains of bacteria consisting of 33
morphotypes were isolated and identified. DGGE analysis were performed in
order to observe the dynamics of communities of bacteria and fungi, revealing
that there was a predominance of one or more bands throughout the fermentation
of cauim cotton seed with rice. It is an indication that the results are in
agreement with the identification by the traditional method, confirming the
results presented in this study.

Keywords: Bacteria, Gram-positive and Gram-negative, cauim, Lactobacillus.
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3 INTRODUCAO

Varias nagdes, tribos ¢ aldeias utilizam as técnicas fermentativas
tradicionais e/ou rudimentares para produzirem seus alimentos e bebidas.
Estima-se que o homem comecgou a utilizar as bebidas fermentadas ha cerca de
30 mil anos. A producdo de cerveja deve ter iniciado por volta de 8.000 a.C.,
ocorrendo paralelamente aos processos de fermentacdo de cereais que se
difundiram lado a lado com as culturas de milho, centeio e cevada, nas antigas
sociedades estaveis (Venturini Filho & Cereda, 2001). Na literatura existem
informagdes que bebidas fermentadas ja eram produzidas na Babilonia (Iraque)
ha mais de 7.000 anos, hd 5.000 anos no Egito, ha 4.000 anos no México, ha
3.500 anos no Sudao (Pedersen, 1979).

Relata-se que a utiliza¢do dessa técnica teve seu inicio na China, sendo
difundida para outras nagdes como Coréia, Japao e outros paises orientais. Além
desses, hoje outros paises como Estados Unidos, México, Indonésia e Brasil,
utilizam a fermentacdo para produzir varios tipos de alimentos e bebidas
fermentadas (Gotcheva et al., 2000; Oyewole, 2001).

Alimentos fermentados tém um papel vital na historia do
desenvolvimento do homem, oferecendo grande variedade de sabores, aromas e
texturas que enriquecem sua nutricdo. Acredita-se que a importancia desses
alimentos serd ainda maior quando a popula¢do mundial alcangar de 8 a 12
bilhdes de habitantes ja no século XXI. De modo geral, fermentagdo ¢ um dos
métodos mais antigos ¢ econdmicos de produzir e preservar alimentos.
Produzidos com alto valor nutricional e distribuidos a um baixo custo,
fornecendo proteinas, vitaminas e minerais & maioria dos consumidores
(Steinkraus, 1996).

Atualmente, alguns alimentos fermentados sao industrializados e fazem

parte da dieta da populacdo de quase todo o globo, como por exemplo: pao,
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queijos, iogurtes, vinagre, bebidas fermentadas (cerveja, vinho) e fermento-
destilada (uisque, cachaca, tequila).

Povos oriundos de varias partes do mundo contribuiram para o
aperfeicoamento e utilizagdo das técnicas fermentativas a partir de erros e
acertos, em tantas tentativas, ndo havendo conhecimento da necessidade da
presenca de micro-organismos para desencadear os processos fermentativos
(Gotcheva et al., 2000). Muitos alimentos de origem indigena ou nativa da Asia
e Africa sdo produzidos por processos fermentativos espontdneos que, na
maioria das vezes, podem envolver a mistura de culturas de bactérias, leveduras
e/ ou fungos filamentosos. Muitos dos microrganismos encontrados nesses
alimentos fermentados podem ser consumidos pelo homem. Esses micro-
organismos produzem varias enzimas como amilases, proteases, lipases,
pectinases, entre outras que permitem que outros grupos microbianos colonizem
os mais diversos substratos ¢ modifiquem o sabor, preservando o alimento
(Gotcheva et al., 2000; Steinkraus, 1996).

Os métodos tradicionais de plaqueamento sdo parcialmente seletivos e
excluem parte da comunidade microbiana existente na amostra analisada (Chen
et al., 2008). A técnica de DGGE ¢ uma ferramenta viavel para deteccdo de
organismos viaveis ndo cultivaveis, o que lhe confere certa vantagem em relagao
as demais técnicas moleculares (Muyzer & Smalla, 1998; Kurtzman & Robnett,
1998; Scorzetti et al., 2002; Giraffa & Neviani, 2001). Assim, o PCR-DGGE
tem surgido como uma das técnicas moleculares mais promissoras para estudo
do perfil da ecologia microbiana de habitats naturais, tendo se expandido para
estudo de alimentos e bebidas (Muyzer & Smalla, 1998).

Processos fermentativos espontdneos e tradicionais envolvendo
bactérias, leveduras e fungos sdo conhecidos em paises asiaticos e no continente
africano. Almeida et al. (2007) e Schwan et al. (2007) realizaram estudos sobre a

bebida cauim de mandioca com arroz, produzida pelos indios Tapirapé. Porém,
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ainda ndo existem informagdes disponiveis sobre os micro-organismos que estao
envolvidos nos processos de fermentagdo da maioria dos povos indigenas,
principalmente do Brasil. Objetivou-se caracterizar a dindmica populacional da
microbiota envolvida no processo fermentativo de cauim de semente de algodao

com arroz, produzida pelos indios Tapirapé.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo do cauim ou da bebida

A bebida foi preparada pelos indios Tapirapé da aldeia Tapi’itawa,
localizada proximo a cidade de Confresa, na regido oeste do estado de Mato
Grosso, Brasil.

As sementes de algoddo desfiadas foram colocadas de molho por trés a
quatro horas para encharcar. Enquanto isto, madeira foi queimada para obtengdo
de brasas e cinzas (garapa (Apuleia sp) ou amarelim (Chlorophora tinctoria) ou
angico (Piptadenia sp)). As mesmas foram transferidas incandescentes para
recipiente de preparo contendo, aproximadamente, 10 L de 4gua. A mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso por 30 a 40 minutos. Apos esse periodo,
transferiu-se a agua de cinzas para o recipiente de cozimento dos substratos.
Durante cozimento dos substratos, adicionou-se a dgua de cinzas quantas vezes
foram necessarias para obter o amolecimento dos granulos.

Apos o periodo de umedecimento, as sementes foram piladas, e lavadas
em agua de cinza sequencialmente em uma peneira até que toda a polpa do
interior da semente fosse dissolvida na agua. Em seguida, o recipiente de
preparo foi transferido para um fogdo rudimentar para fazer o cozimento dos
substratos, durante 90 a 120 minutos. A semente de algoddo constitui-se de
polpa amarela caracteristica que dara a cor predominante da bebida antes e apos
0 cozimento.

Utilizou-se arroz limpo (3 kg) umedecido por aproximadamente 10
minutos. Apos esse periodo, o arroz foi lavado e adicionado no recipiente de
cozimento anteriormente descrito. Os substratos foram homogeneizados durante
todo o cozimento. Apo6s cozimento, o recipiente foi retirado do fogo, deixando
esfriar a temperatura ambiente para ser servido com adi¢ao de agucar ou mel a

gosto. Esse tipo de cauim, diferente dos demais tipos de cauim produzidos, ndo ¢é
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inoculado com batata-doce. Podera ser consumido apés esfriamento ou deixado
a fermentar por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) e

consumido em até 48 horas ap6s o inicio da fermentacao.

4.2 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de cauim cozido (testemunha) nos mesmos
tempos em que foram coletadas amostras do cauim cozido submetido a
fermentacdo, ou seja, Oh, 8h, 16h, 24h, 32h, 40h ¢ 48h. Em cada tempo, 20 mL
das amostras foram coletadas e transferidas para frascos Erlenmeyer, de 250 mL
de capacidade, contendo 180 mL de agua peptonada estéril (0,1% de peptona,
0,5% de NaCl, 0,03% Na,H,PO,). A mistura foi entdo homogeneizada em
Stomacher e dilui¢des decimais foram preparadas para realizagdo das analises
microbioldgicas As analises fisico-quimicas foram realizadas com as amostras
homogeneizadas em Stomacher, sem emprego de dilui¢des decimais.

Para cada amostra foi coletado 20 mL do substrato cozido que foi
adicionado a um frasco contendo 180 mL de solugdo salina peptonada (0.1% de
peptona, 0.5% de NaCl, 0.03% Na,H,PO,). As amostras foram homogeneizadas
durante 60s em stomacher e diluicdes decimais foram preparadas para posterior

plaqueamento.

4.3 Populagdo de bactérias mesotfilas aerdbias, bactérias Gram-negativas,
bactérias do acido latico (BAL).

A contagem dos micro-organismos foi realizada em todos os tempos de
fermentacdo. Foram utilizados cinco meios de cultivo: Plate Count agar (PCA,
Merck) foi usado como meio geral para populacdo de bactérias mesofilas
viaveis; Macconkey agar (Oxoid, Hampshire, England) para coliformes totais e
Eosyn Methylene Blue agar (Oxoid) para Enterobacteriaceas, MYGP agar (0.3%
extrato de levedura (Merck), 0.3% extrato de malte (Merck); 0.5% peptona
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(Himedia), 1.0% glicose (Merck), 2.0% agar (Merck) adicionado para 1000 mL
contendo 100 mg cloranfenicol (Sigma, St. Louis, USA); 50 mg clorotetraciclina
(Sigma) para inibir o crescimento de bactérias para contagem de leveduras;
MRS (De Man Rogosa Sharpe, Merck) agar, contendo 0.1% cisteina HCI para
obter condi¢des anaerobicas durante incubag@o para o crescimento de bactérias
do 4cido latico. Placas de MRS foram incubadas em jarra anaerébica de acrilico.
Apo6s plaqueamento, as placas foram incubadas a 28°C por 48h para bactérias e

5 dias para o crescimento de leveduras.

4.4 Identificagdo de bactérias

As bactérias Gram-negativas foram identificadas usando os kits Bac-
Tray I, II e III (Difco), seguindo as instrugdes do fabricante.

As bactérias Gram-positivas foram subdivididas em formadoras de
esporos e ndo formadoras de esporos por teste de esporulagdo (80 °C por 10
min). A identificagdo subsequente foi realizada por testes de catalase e
bioquimicos, como recomendado pelo Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holt et al., 1994) e The Prokaryotes (Hammes et al., 1991). Os
lactobacilos foram contados em agar MRS, e os isolados, examinados pela
aparéncia da col6nia e célula, atividade da enzima catalase, coloracdo de Gram,
motilidade e producdo de CO, a partir de glicose em caldo MRS contendo um
tubo de Durham. A caracterizagdo bioquimica dos isolados foi realizada
utilizando-se API ID 32 para lactococcos e enterococcos ¢ API 50 CHL
(BioMerieux) para lactobacilos e leuconostoc. Lactobacillus foram identificados
como Gram-positivos, catalase-negativa, oxidase-negativa e bastonetes
regulares. E, agrupados como  homofermentativos  obrigatorios,
heterofermentativos facultativos e heterofermentativos obrigatérios por sua

habilidade de produzir gas (CO,) a partir de glicose e gluconato.
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As bactérias Gram-positivas, catalase positiva foram agrupadas como
formadoras de esporos (Bacillus) e n3o formadoras de esporos
(corynebacterium), seguidas de testes bioquimicos como recomendado pelo
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) e The

Prokaryotes (Hammes et al., 1991), para a identifica¢cdo dos isolados.

4.5 Extracdo do DNA

O DNA total foi extraido das amostras coletadas em diferentes tempos
de fermentacdo usando protocolo descrito por Ampe & Miambi (2000), com
pequenas modificagdes. 1.5 mL de cada amostra foram centrifugadas 13000
rpm, por 5 min por cinco vezes. O precipitado foi ressuspendido em 400 pl de
tampao TES (50 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA; 8.56% (w/v) sacarose). Um
volume de 20 pl de lisozima (20 pg/ul) foi adicionado em cada tubo e incubados
a 37 °C durante 30 min. 5 ul de proteinase K (10 mg/mL) foi adicionado e
incubado a 50°C por 1 h, e depois, a 65°C por 10 min. Entdo, 200 pl de tampao
(0.2 M NacCl, 0,1 M Tris-HCL pH 8, 2% SDS) a 65°C foram adicionados aos
tubos e incubados por 30 min a 65°C. Apds a incubacdo, 200 pl de NaCl 5 M foi
adicionado e incubado a 4°C por 10 min. Durante incubag@o, os tubos foram
centrifugados a 13000 rpm por 15 min a 4°C. A mistura foi transferida para um
novo tubo e 400 pl de isopropanol e incubado a -20°C durante 2 h, e
centrifugado por 30 min a 13000 rpm a 4°C. Durante lavagem com etanol 70%,
o pellet de DNA foi ressuspendido em 500 pl de tampao TE (10 mM Tris-HCI; 1
mM EDTA pH 8). 500 pl de fenol-cloroféormio (1:1) foram adicionados e
homogeneizados. A mistura foi centrifugada durante 10 min a 13000 rpm, a
temperatura ambiente (essa etapa foi repetida por trés vezes). Uma extracdo final
foi realizada com 500 pl de cloroformio. A fase aquosa foi coletada e precipitada

com 1000 pl de isopropanol. Durante lavagem com etanol 70%, o pellet de DNA
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foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pl de agua estéril. As

amostras de DNA foram checadas em gel de agarose 1%.

4.6 Anélise de PCR

O DNA da comunidade bacteriana foi amplificado com os primers
338fge (5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA
CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’) (O grampo GC esta
sublinhado) e 518r (5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’) estendendo-se sobre
aregido V3 do gene 16S rDNA (Ovreas et al., 1997). O DNA da comunidade de

leveduras foi amplificado com 0s primers NS3,
GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC (553 a 573 pares de bases de
Saccharomyces cerevisiae) e YM951r, TTGGCAAATGCTTTCGC (951 a 935
pares de bases de Sacharomyces cerevisiae). O grampo GC do primer NS3 na
seqliéncia 57 é:
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGAGE (Haruta et
al., 2006). O mistura de PCR (25ul) continha: 0.625 U Taq DNA polimerase
(Promega, EUA), 2.5 pl de tampao 10x, 0.1 mM dNTP, 0.2 uM de cada primer,
1.5 mM MgCl; e 1 pul do DNA extraido. A amplificacdo ocorreu da seguinte
forma: O DNA foi desnaturado por 5 min a 95 °C seguido por 30 ciclos:
desnaturacdo a 92 °C por 60 s, anelamento a 55 °C por 60 s e a extensdo a 72°C
por 60 s. Os tubos foram entdo incubados por 10 min a 72 °C para extensao
final. Aliquotas (2ul) do produto de amplificagdo foram analisadas por

eletroforese em gel com 1% de agarose e depois utilizadas para o DGGE.

4.7 Andlise de DGGE
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE) usando Bio-Rad DCode Universal Mutation

Detection System (BioRad, Richmond, CA, USA). As amostras foram aplicadas
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em gel de poliacrilamida 8% (w/v) em 0.5x TAE. Uma 6tima separagdo foi
obtida com variacdo do gradiente desnaturante de uréia-formamida de 15~55%
para a comunidade bacteriana e de 12~50% para a comunidade de leveduras
(100% corresponde a 7 M uréia e 40% [v/v] de formamida). A corrida dos géis
foi realizada a 200 V por 3 h a 60°C, e depois corados com SYBR-Green I
(Molecular Probes, Eugene, UK) (1:10.000 v/v) por 30 min. O gel foi
fotografado com densitdmetro laser Fluorlmager e o programa Fragment
Analysis (Amersham Biosciences, Sweden).

Amostras de DNA de representantes de cada espécie isolada e
tradicionalmente identificada foram submetidas ao sequenciamento e analise de
DGGE para identificacdo dos fragmentos.

A similaridade da composicdo das comunidades microbianas nas
diferentes horas de fermentacdo foi determinada com base na presenca ou na
auséncia de amplicons detectados por DGGE. Os géis foram analisados
utilizando-se o programa Diversity Database para determinagdo da riqueza de
amplicons (Sa). O agrupamento hierarquico foi realizado através do programa
Systat 8.0, com base em matrizes de similaridade geradas pelo método de
concordancia simples (“simple matching”), utilizando-se o algoritmo de Ward e

a distancia euclidiana como unidade de medida.

4.8 Analise das sequéncias

O DNA de culturas puras de bactérias foi extraido de acordo com Wang
et al. (2006). O sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA foram
usados para identificacdo das espécies. Para amplificacdo do gene 16S rDNA, os
primers 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1512r (5-
CGGCTACCTTGTTACGACT - 3°) foram usados. A reagdo de PCR foi
realizada de acordo com Wang et al. (2006) e os produtos amplificados foram

separados por eletroforese em gel de agarose a 0.5% e corrido a 60-65 V em
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0.5x TAE for 1h. As amostras foram analisadas em sequenciador de DNA
(Applied Biosystmes, Foster City, CA, USA). Pesquisas foram realizadas no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para fazer o alinhamento das

sequéncias obtidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Populagéo microbiana (log UFC / mL) de cauim de semente de algodao
com arroz

A Tabela 1 apresenta a contagem da populagdo microbiana para cauim
de semente de algoddo com arroz. No final do processo fermentativo, a
populagdo microbiana atingiu seu maior nivel, chegando a 8,47 log UFC / mL. A
populacdo de bactéria mesofila apresentou-se mais consistente no processo,
aumentando logo no inicio da fermentagdo para 5,36 lo g UFC / mL na amostra
T8 e atingindo a maior populacdo na amostra seguinte (T16) com 7,51 log UFC /
mL, mantendo-se praticamente estavel até o final do processo fermentativo. A
populacdo de bactérias do 4cido latico apresentou crescimento a partir da
amostra T8 para T16, atingindo seu maior valor nesta amostra (8,47 log UFC /
mL), tendendo a diminuir no final do processo fermentativo na amostra T48

(6,78 log UFC / mL) (Tabela 1).

TABELA 1 Populacao (log UFC / mL) de bactéria mesoéfila total e bactéria do
acido latico durante fermentagdo de cauim de semente de algodao

com arroz.
Cauim de
semente de Bactéria
algoddo com  mesoéfila  Bactéria do
arroz total acido latico
TO 0,00 0,00
T8 5,36 0,00
T16 7,51 8,47
T24 7,27 8,01
T32 7,67 8,18
T40 7,68 8,31
T48 7,47 6,78

TO=0h, T8=8 h, T16= 16 h, T24= 24 h, T32= 32 h, T40=40 h, T48=48 h de
fermentacao
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Alimentos e bebidas fermentadas tradicionais ou rudimentares,
principalmente aquelas preparadas a partir de substratos ricos em carboidratos
fermentesciveis, como a mandioca, o amendoim e cereais, apresentam elevado
numero de micro-organismos durante seu processo fermentativo (Almeida et al.,
2007). Estes micro-organismos sdo responsaveis pelas alteragdes fisico-quimicas
desses produtos. No caso da bebida fermentada indigena cauim de semente de
algoddo com arroz, também foram isolados um grande numero de micro-
organismos embora maioria bactérias.

Um total de 162 isolados, compreendendo 33 diferentes morfotipos
foram identificados quanto a género e espécie (Tabela 2). Todos os morfotipos
isolados foram classificados como sendo bastonetes Gram-positivos e Gram-
negativos. Dos micro-organismos identificados, a populagdo de bactérias Gram-
positivas foi de 141 isolados (87,03%) e de bactérias Gram-negativas, 21

isolados (12,96%).
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TABELA 2 Espécies de bactérias isoladas das amostras coletadas de cauim fermentado de semente de algoddo com
arroz, durante 48 h. 0=0h, 8= 8 h, 16= 16 h, 24=24 h, 32= 32 h, 40=40 h, 48= 48 h de fermentacao.

Identificacéo 0 8 16 24 32 40 48
Tradicional Nimero de acesso
Lb. fermentum 0 3,33 7,81 6,24 0 0 0
Lb. plantarum 0 13,34 3,12 18,75 10 20 50 GI: 168208511
Lb. paracasei 0 3,33 7,81 6,24 0 0 0
Lb. brevis 0 0 0 0 10 0 0
Lb. agilis ,5 6,67 6,25 12,5 10 0 40
Lb. paracasei 0 3,33 1,55 0 0 0 0
Ssp paracasei
Lb. viridescens 0 0 10,93 0 0 0
Lb. celobiosus 0 0 1,55 0 0 0
Lb. kefir 0 0 1,55 0 10 0
Lb. confusus 0 3,33 10,93 31,25 20 30 10
Lb. acidophilus 0 0 1,55 0 0 0 0
Lb. hansteri 0 0 1,55 0 0 0 0

...Continua...
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“TABELA 2, Cont.”

Identificacéo 0 8 16 24 32 40 48 NGmero de
Tradicional acesso
Lb. mirinus 0 0 1,55 0 0 0 0
Lb. hilgardii 0 0 1,55 0 0 0 0
Lb. sake 0 0 0 6,24 0 0 0
Leuconostoc lactis 0 3,33 0 0 0 0 0 GI: 255983840
Corynebacterium 13,63 3,33 7,81 6,24 30 10 0
SCI). striatum 27,28 0 4,75 0 10 10 0
C. amycolatum 27,28 16,67 3,12 6,24 10 0
C. vitarumem 0 3,33 0 0 0 0
Bacillus sp. 6.7 7.9 13 14.8 13.6 6.3 0 GI: 182406810
Enterobacter sp. 4,54 6,67 21,87 12,5 0 20 0 GI: 154814588




5.1.2 Identificacéo convencional

A maior parte dos isolados Gram-positivos foram identificados como
pertencentes ao género Lactobacillus (58,15%), seguido pelo género
Corynebacterium (29,08%) e género Bacillus (12,76%) (Tabela 2).

Entre as bactérias Gram-positivas, as espécies Lactobacillus sp
(13,47%), Bacillus sp (12,76%), Lactobacillus plantarum (11,34%),
Corynebacterium amycolatum (10,63%), e Lactobacillus agilis (9,92%) foram
as mais frequentes, sendo isoladas em varios tempos de fermentagdo da bebida.
Portanto, ndo houve predominio de uma espécie durante a fermentacdo da
mesma (Tabela 2).

O género Lactobacillus (Lb.), compreendeu o maior niumero de isolados,
sendo identificadas 15 espécies nas amostras analisadas de cauim fermentado de
semente de algoddo com arroz. Dentre as espécies, citam-se: Lb. plantarum
(19,75%), Lb. agilis (17,28%), Lb. fermentum, Lb. viridescens e Lb. paracasei
(8,64% cada), Lb. paracasei ssp. paracasei e Lb. kefir (2,46% cada), Lb.
celobiosus, Lb. acidophilus, Lb. hansteri, Lb. brevis, Lb. mirinus,Lb. hilgardii e
Lb. sake (1,24% cada), e Lactobacillus sp. (23,45%) (Tabela 2).

A Tabela 3 apresenta os isolados representantes pertencentes ao género
Lactobacillus (Lb), que foram agrupados de acordo com os resultados de
fermentagdo de carboidratos. Os isolados identificados como Lb. plantarum
foram capazes de fermentar ribose, melibiose, manose ¢ ndo fermentaram
arabinose e rafinose (Tabela 3). Apresentaram crescimento a 15° C e ndo
cresceram a 45° C (dados ndo mostrados), produzindo gas (CO,) a partir de
glicose. Considerando a fermentacdo de melibiose positiva, a identificagcdo desse
grupo foi confirmada com 98,7% de confiabilidade nos resultados obtidos.
Quando os resultados foram avaliados considerando-se melibiose negativa o
grupo passou a ser identificado como Lb. paracasei ssp paracasei, com apenas

91,8% de confiabilidade. Assim, optou-se por considerar o resultado de maior
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confiabilidade para identificacdo do grupo.
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TABELA 3 Agrupamento por perfil de fermentagdo de carboidratos de Lactobacillus isolados durante fermentagdo de

cauim de semente de algoddo com arroz

N° cel gal Jlac mal mani mano meli raf sal sac tre ara esc mele rib sor il

Lb. paracasei
UFLAIF 48 + + + + + + + + + + + - + - + - - ssp paracasei
UFLAIF 49 + + - + - + + - + + - - +/- - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 59 + + - + - + - + + - - + - + - +  Lb.ssp
UFLAIF o6l + + + + + + + + - + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 64 + + + + - + + + + + - - + - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 67 + + - + + + + + + + + - - + + - + Lb.ssp
UFLAIF 84 - + - + + + +/- + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 90 + - - + - + + + - + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 106 + + - + - + - - + - - - - +/- - +  Lb.ssp
UFLAIF 108 + + - + + + + + + + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 125 +/- + - + - +/- + + + + - +/- - - - +  Lb.ssp
UFLAIF 181 + + + + - + + + + + + - + - + - - Lb.ssp
UFLAIF 188 + + - - - + + + + + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 192 + + - + - + + + + + + - - - + - +  Lb.ssp
UFLAIF 217 +/- + - + - + + - + + - - - - - - +  Lb.ssp
UFLAIF 62 + + - + - + + + + + + - + - + - - Lb. Mirinus
UFLAIF 71 + + + + - + + - + + + - + + + + Lb. plantarum
UFLAIF 75 + + - + + + - - - + + - - + + - +  Lb. plantarum
UFLAIF 102 + + + + + + + - + + + - + + + + - Lb. plantarum

cel = celobiose, Gal = galactose, lac = lactose, mal = maltose, mani = manitol, mano = manose, meli = melibiose, raf
= rafinose, sal = salicina, sac = sacarose, ter = trealose, ara = arabinose, esc = esculina, mele = mesezitose, rib = ribose,

sor = sorbitol, xil = xilose

...Continua...
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N° Cel gal lac mal mani mano meli raf sal sac tre ara esc mele rib sor xil
UFLAIF 81 + + + + + + - - + + + - + + + + - Lb. paracasei
UFLAIF 87 - + - + - + + + - + + - - - + - +  Lb. fermentum
UFLAIF 201 +/- + - + - + + + +/- + + - - - + - +  Lb. fermentum
UFLAIF 227 - - + + - + + + - + + - - - + - +  Lb. fermentum
UFLAIF 189 +/- + - + - + + + + + + - - - + - +  Lb. fermentum
UFLAIF 151 + - + - + + + + + + - - - - +/- 4+  Lb. acidophilus
UFLAIF 158 + + + + - + + + + + +/- - + - + - - Lb. hansteri
UFLAIF 159 + - + + - + + + - + - - - - - - +  Lc. Lactis
UFLAIF 167 - + + + - + + + + + + - - - + - +  Lb. kefir
UFLAIF 170 + - - + - + + + + + - - - - - - +  Lb. viridescens
UFLAIF 228 - - - + - + + + - + + - - - - - +  Lb. viridescens
UFLAIF 257 - + - + - + + + - + + - - - - - +  Lb. viridescens
UFLAIF 171 + + + + - + + + + + + - + - + - +  Lb. celobiosus
UFLAIF 163 + + + + - + + + + + + - + - + - - Lb. celobiosus
UFLAIF 209 + + + + - + + + + + + - - - + - Lb. sake
UFLAIF 261 - - - + - - - + - + + - - - - +  Lb. hilgardii
UFLAIF 182 + + + + - + + + + + - - + - + - - Lb. agilis

cel = celobiose, Gal = galactose, lac = lactose, mal = maltose, mani = manitol,

mano = manose, meli = melibiose,

af = rafinose, sal = salicina, sac = sacarose, ter = trealose, ara = arabinose, esc = esculina, mele = mesezitose, rib = ribose,

sor = sorbitol, xil = xilose



O terceiro grupo com maior numero de isolados foi identificado
como Lb. agilis. Os mesmos foram habeis em fermentar lactose, maltose,
manose, melibiose, esculina e ndo fermentaram trealose, arabinose,
melezitose e xilose (Tabela 3). Nao apresentaram crescimento a 15 e 45°C,
mas produziram gas (CO,) a partir de glicose (dados ndo mostrados).

O grupo de Lb. fermentum fermentou glicose, sacarose, ribose,
melibiose, maltose, rafinose e ndo fermentou melezitose, manitol, arabinose,
lactose, celobiose e salicina (Tabela 3). Apresentou crescimento a 15° C, ndo
cresceu a 45° C e produziu gas (CO,) a partir de glicose (dados ndo
mostrados). O mesmo foi identificado considerando os resultados de
celobiose e salicina como negativo, visto que, em alguns exemplares, esses
carboidratos ndo foram tao expressivos (+/-) ou fracos (Tabela 3). Quando se
consideram esses resultados positivos o grupo passa a ser identificado como
Lb. brevis e a confiabilidade diminui de 97,4% para 92,3%. De igual
maneira como descrito anteriormente optou-se pelo de maior confiabilidade.

O maior nimero de isolados foi agrupado como Lactobacillus sp
(Tabela 2), devido as variagdes nos resultados de fermentacdo de
carboidratos ¢ indice de confiabilidade muito baixo ou identificagdo confusa.
Visto que os mesmos deverao ser submetidos ao sequenciamento do gene 16
S rRNA, para confirmagdo das espécies.

A presenga de L. plantarum tem sido descrita em bebidas
fermentadas a partir de cereais, mandioca e milho, tais como Ogi, Uji, Boza,
Gari, Agbelina, polpa fermentada de masau e cauim (Gotcheva et al., 2000;
Muyanja et al., 2003; Almeida et al., 2007, Amoa-Awua et al., 1996;
Fagbemi & Ijah, 2006; Sanii, 1993). Além disso, efeito probidtico vem
sendo descrito para as espécies de L. fermentum, L. cellobiosus, L.
plantarum e L. brevis (Blandino et al., 2003).

Quarenta e um isolados foram obtidos e identificados como
pertencentes ao género Corynebacterium (C.). Esses isolados foram
identificados como C. amycolatum (36,58%), C. striatum (26,83%), C.
vitarumen (2,44%) e Corynebacterium sp. (34,15%) (Tabela 2).
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Corynebacterium amycolatum e C. vitarumen também foram descritos por
Almeida et al. (2007) em bebida fermentada usando mandioca e arroz como
substrato.

As bactérias Gram-negativas foram classificadas como pertencentes
a familia Enterobacteriaceae. Dentre as espécies identificadas citam-se:
Hafnia alvei (42,85%), Klebsiella ozaenae (33,33%), Klebsiella pneumoniae
e Klebsiella rhinoschleromatis (9,53% cada) e Yokenella regensburge I
(4,76%). De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, observou-
se que a presenga dessas bactérias esteve relacionada com o inicio do
processo fermentativo até as 16 h (horas). A partir dai, a populacdo de
enterobacteriaceas ficou restrita a dois isolados na amostra 24 h e dois na
amostra 40 h de fermentagdo. Klebsiella pneumoniae também foi isolada e
identificada de amostras de Lafun por Padonou et al. (2009). Além dessa,
Pantoea aglomerans também foi identificada como Gram-negativa pelos
mesmos autores. Esses resultados confirmam a presenca de bactérias Gram-
negativas em alimentos e bebidas fermentadas estando de acordo com os
resultados apresentados (Padonou et al., 2009).

No decorrer do processo fermentativo, observou-se aumento das
bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sp, nos resultados
apresentados na Tabela 2. Essas bactérias produzem écido latico como
principal componente de seu metabolismo, o que pode ter levado a
diminui¢do das Enterobacteriacea na bebida, devido a suscetibilidade a
acidos (Steinkraus, 1996). Resultado semelhante foi observado durante a
producdo de kenkey, em que se observou rapido declinio no nimero de
Enterobacteriacea (Nche et al., 1994). Além da produgdo do acido latico,
valores de pH em torno de 3,5 a 4,0 e outras substincias antimicrobianas
produzidas por bactérias do acido latico podem também contribuir para a
diminui¢do de Enterobacteriaceas e outras bactérias Gram-negativas
presentes em alimentos e bebidas fermentadas (Nche et al., 1994; Nout &

Sarkar, 1999; Steinkraus, 1996; Helander et al., 1997).
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Bactérias da familia Enterobactereaceae sdo facilmente encontradas
no solo, na agua e nas maos dos manipuladores de alimentos. Almeida et al.
(2007) em estudos de bebidas desta tribo Tapirapé, isolaram e identificaram
espécies do género Enterobacter em amostras de cauim de mandioca com
arroz. Klebsiella spp também foram isoladas e identificadas em fufu por

Fagbemi & Ijah (2006).

5.2 Dinadmica da populacdo microbiana utilizando eletroforese em gel
com gradiente desnaturante (DGGE)

O DNA total das amostras obtidas de cauim foi usado como molde
nas reagdes de PCR. Os produtos de PCR foram obtidos com,
aproximadamente, 180 pb usando primers especificos para a comunidade
bacteriana e, aproximadamente, 390 pb usando primers especificos para a
comunidade fungica.

Os resultados de DGGE permitiram analisar a dinadmica das
comunidades microbianas (bactérias e fungos) durante a fermentacdo da
bebida de semente de algoddo com arroz. Foi possivel notar alteragdes
relevantes da populagdo bacteriana durante a fermentagdo da bebida,
enquanto que para a populacdo fungica ndo foram observadas grandes
alterag¢des (Fig. 1 e 2). A técnica de DGGE foi capaz de detectar a presenga
de fungos, o que ndo pode ser observado pela técnica tradicional de acordo
com metodologia utilizada. Tal fato pode ser relacionado com a dificuldade
do método tradicional utilizado e a grande sensibilidade da técnica de
DGGE, que ¢ capaz de detectar a presenga do micro-organismo, mesmo com

quantidades minimas de DNA.
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FIGURA 1 Gel de poliacrilamida de DGGE dos fragmentos de DNA do
gene 16S rDNA amplificados com primer especifico para a
comunidade bacteriana das amostras do cauim fermentado de
semente de algoddo com arroz, durante 48 h. M= marcador 0=
0Oh,8=8h, 16= 16 h, 24=24 h, 32=32 h, 40=40 h, 48= 48 h
de fermentagdo.
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FIGURA 2 Gel de poliacrilamida de DGGE dos fragmentos de DNA da
regido ITS do 18S rDNA amplificados com primer especifico
para a comunidade fingica das amostras de cauim fermentado
de semente de algoddo com arroz, durante 48 h. M= marcador
0=0h, 8=8h, 16=16 h, 24=24 h, 32=32 h, 40=40 h, 48=48
h de fermentagao.
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A Figura 1 apresenta o gel de DGGE apresentando o perfil de
fragmentos amplificados do gene 16S rRNA da comunidade bacteriana
presentes durante a fermentagcdo de semente de algoddo com arroz. De
acordo com os resultados apresentados, observou-se a distribuicdo dos
isolados em dois grandes grupos (Figura 1 ¢ 3). O primeiro, representado
pelas bandas (a, b, ¢, d, e, f, g) surgem no inicio do processo fermentativo e
sd0 dominantes até as 24 h de fermentagdo. E um segundo, representado
pelas bandas (h, 1, j, k, I, m, n) surgem depois de 24 h de fermentacdo e
continuam no processo até 40 ou 48 h de fermentagdo. As bandas (a, b, ¢)
surgiram a partir do inicio do processo em até 8 h de fermentagdo, enquanto
que as bandas (d, e, f) surgiram depois de 8 h de fermentagao (Figura 1 e 3).
Foi possivel também observar a presenga de outras bandas na amostra 0 h de
fermentacdo. Essas bandas provavelmente estavam contaminando os
substratos, mas nao sobreviveram a competicdo com as mais resistentes
condi¢des de fermentacdo, ja que ndo foram mais observadas na amostra § h
de fermentacdo (Figura 1). O segundo grupo, também apresentou subdivisao
em que as bandas (h, k, n) nio mais apareceram na amostra 48 h de

fermentacdo (Figura 1 e 3).
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FIGURA 3 Agrupamento hierarquico de amplicons de rDNA 16S de
bactérias presente nas 48 h de fermentagdo de cauim de
semente de algoddo com arroz. TO=0 h, T8= 8 h, T16= 16 h,
T24= 24 h, T32=32 h, T40=40 h, T48= 48 h de fermentacgio

De acordo com os resultados obtidos pela técnica de DGGE de
procariotos, verificou-se que ndo houve predominio de uma ou mais bandas
durante todo o processo fermentativo de cauim de algoddo com arroz. E um
indicativo de que os resultados obtidos estdo de acordo com os da
identificacao pelo método tradicional (figura 1).

A Figura 2 apresenta o perfil de fragmentos amplificados do gene
18S rRNA da comunidade fungica presente em cauim fermentado de
semente de algodao com arroz.

As bandas foram identificadas com as letras o, p, q, 1, s, t, u (Figura
2). Ao comparar os resultados de DGGE de bactérias e fungos, fica claro que
a presenca de espécies de bactérias foi maior que a dos fungos na
fermentagdo da bebida; esse fato pode ser concluido pela analise do nimero
de bandas detectadas nos géis (Fig. 1 ¢ 2).

Os resultados observados indicaram um agrupamento de todas as

amostras, com excec¢do apenas da amostra 48 h (Figura 2 ¢ 4). As bandas (o,
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p, u) foram dominantes e se mantiveram constantes em todas as amostras
analisadas, prevalecendo desde o inicio do processo fermentativo. Porém,
essas possiveis espécies ndo foram isoladas no método usado para o
experimento, nos moldes que foram utilizados. Possivelmente, a populagédo
fingica da bebida fermentada cauim de semente de algoddo com arroz
constitui uma pequena fragdo de leveduras durante o processo fermentativo
que ndo seja possivel sua deteccdo usando método tradicional, de acordo
com metodologia utilizada. Nielsen et al. (2005) trabalhando com cacau
sugeriram que espécies que constituem valores menores que 4% da
populacdo de leveduras ndo sdo isoladas no método tradicional. Os mesmos
autores relataram que Hanseniaspora guilhermondii s6 foi detectada no
inicio do processo fermentativo. Além disso, o nivel de detec¢do da técnica
DGGE ¢ de 1% da microbiota de leveduras (Prakitchaiwattana et al., 2004) o
que pode ser uma possivel explicacdo para os resultados obtidos pelo método

tradicional para a comunidade fungica.

107



TO ———
T8 ——
T16
T24

T32 —

T40 —

T48 ——

I T T T |
n.ao na 1.0 1.8 20
Distances

FIGURA 4 Agrupamento hierarquico de amplicons de regidao ITS do 18S
rDNA de fungos presente nas 48 h de fermentacéo de cauim de
semente de algoddo com arroz. TO= 0 h, T8= 8 h, T16= 16 h,
T24=24h, T32= 32 h, T40=40 h, T48= 48 h de fermentagdo

Bandas fortes ou fracas no gel de DGGE nao sdo quantitativas da
populagdo presente na amostra analisada. Assim, uma forte ou fraca
intensidade da banda ndo estd relacionada com a microbiota presente na
bebida e sim a eficiéncia dos primers para amplificar a regido de interesse de
acordo com cada género ou espécie (Nielsen et al., 2005). Portanto, a
defini¢do da regido a ser amplificada e a escolha dos primers ¢ de extrema
importancia quando se trabalha com um tipo de bebida tradicional e
rudimentar em que a microbiota é totalmente desconhecida, como € o caso
da bebida fermentada de algodao com arroz produzida pelos indios Tapirapé.
Talvez, essa seja a explicacdo para as bandas de maior e menor intensidade
apresentada no gel de DGGE (Figura 2). O mix de isolados puros e
identificados, Trichosporon asahii apresentou pequena amplificagdo do gene
26 S rRNA comparado com os demais isolados investigados quando

observado em gel de DGGE (Nielsen et al., 2005).
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A literatura tem sugerido que, em alguns habitats naturais, 90 a 99%
da microbiota podem ser compostas de populagdo viavel ndo cultivavel
(PVNC) em meio de cultivo por método tradicional (Amann et al., 1995;
Ercolini et al., 2001). Por exemplo, Candida zemplinina tem sido proposta
como PVNC durante fermentagdo de vinho (Mills et al., 2002) e fermentagéo
de cacau (Nielsen et al.,, 2005). Isso pode explicar a dificuldade de
identificagdo de leveduras em meio YEPG durante processo fermentativo de
cauim de semente de algoddo com arroz e a amplificacdo de bandas do gene
rRNA18 S pela técnica DGGE (Figura 2).

O método tradicional possui algumas desvantagens devido a
dificuldade no isolamento e cultivo de micro-organismos presentes e sao
parcialmente seletivos e excluem parte da comunidade microbiana existente
na amostra a ser analisada (Chen et al., 2008). Foi estimado que menos de
1% das bactérias naturais do ambientes sdo cultivadas (Amann et al., 1995).
O DGGE oferece uma alternativa rapida para o estudo de micro-organismos
em diversos ambientes incluindo alimentos e bebidas. PCR-DGGE tem sido
aplicado com sucesso ndo apenas para caracterizar a microbiota, mas
também para monitorar o desenvolvimento e sua composicdo durante a
fermentagdo. Nos tltimos anos, a técnica de DGGE vem sendo empregada
para estudo da dindmica de micro-organismos em diversos produtos, como

alimentos e bebidas (Muyzer & Smalla, 1998).
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4 CONCLUSAO

A populacdo de bactérias Gram-positivas (58,15%) foi maior que a
populagdo de Gram-negativas (12,96%). Dentre todos os isolados
identificados, predominaram as Gram-positivas catalase positiva (58,15%) e
as espécies mais frequentes foram Lactobacillus sp (13,47%), Bacillus sp
(12,76%), Lactobacillus plantarum (11,34%), Corynebacterium amycolatum
(10,63%) e Lactobacillus agilis (9,92%). A técnica de DGGE permitiu
observar a presenca de leveduras na bebida o que ndo tinha sido detectado
pela técnica tradicional. Estudos de sequenciamento dos fragmentos de

DGGE devem ser realizados para identificacdo dos mesmos.
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