IDENTIFICACAO DOS MICROGANISMOS
PRESENTES EM BEBIDA FERMENTADA
PRODUZIDA PELOS INDIOS TAPIRAPE

EUZICLEI GONZAGA DE ALMEIDA

2005



EUZICLEI GONZAGA DE ALMEIDA

IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES EM
BEBIDA FERMENTADA PRODUZIDA PELOS INDIOS TAPIRAPE

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Microbiologia Agricola para a obtengdo
do titulo de “Mestre”.

Orientador:

Profa. Dra. Rosane Freitas Schwan

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2005



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Almeida, Euziclei Gonzaga de.

Identificacdo dos microrganismos presentes em bebida
fermentada produzida pelos indios Tapirapé / Euziclei Gonzaga de
Almeida. — Lavras : UFLA, 2005.

74 p. il

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Lavras,
2005.

Orientador: Rosane Freitas Schwan.

Bibliografia.

1. Tapirapé. 2. Tampi’itdwa. 3. Bebida fermentada. 4. Cauim. 5.
Microrganismo. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 576.163
- 663.13




EUZICLEI GONZAGA DE ALMEIDA

IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES EM
BEBIDA FERMENTADA PRODUZIDA PELOS INDIOS TAPIRAPE

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Microbiologia Agricola para a obtengdo
do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 3 de margo de 2005

Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli UFLA
Prof. Dr. Henrique César Pereira Figueiredo UFLA
Profa. Dra. Ivana A. Silveira UNILAVRAS

Profa. Dra. Rosane Freitas Schwan
UFLA
(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL



A minha mde Edmunda, pelas oragdes e conselhos.
A meu pai Romulo, in memorian, pela criagdo.
A todos os meus irmdos e familiares.

A minha esposa e filho.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelas bén¢aos dispensadas a mim e a meus familiares e por ter
concedido forca e saude para a realizagao deste trabalho.

Ao CNPq, pela concessdo de bolsa de estudos, sem o qual ndo atingiria
meu objetivo.

Em especial, a professora Rosane Freitas Schwan, pela oportunidade e
confianga para a realizacdo deste curso. Expresso meus sentimentos de alegria e
felicidade por estar atingindo objetivo tdo almejado.

Aos professores Marcelo Nivert e Herena Naoco, que me fizeram sonhar
e acreditar na possibilidade de realizar este sonho, pelo contato estabelecido com
a profa. Rosane pelo incentivo e apoio.

A minha mie, Edmunda e meus irmdos, que sempre acreditaram e
apoiaram as minhas decisdes. A minha esposa e filho, que me acompanharam
nesta jornada, pelo carinho e compreensao nos momentos de auséncia.

A meus amigos TAPIRAPE, que autorizaram e contribuiram de forma
direta ou indireta para o desenvolvimento deste trabalho. Em especial, a meus
amigos e informantes, cacique Xywaeri José Pio e familia, que ndo mediram
esforgos para contribuir durante a preparacdo e coleta das amostras. Obrigado
pelo tempo e dedicacdo a mim dispensados.

As “Irmanzinhas de Jesus”, pelas informagdes e substrato cedido para
realizacdo da coleta.

A meus amigos, Prefeito Roberto Rempel e Maria Antonia, pelo apoio e
compreensdo; Pedro Martins e Jodo Paulo, pelo companheirismo e ajuda durante
coleta.

Aos funcionarios do DBI/UFLA Irondina, Rosangela, Rafacla,

Lamartine, Z¢lia, Soraya, Solange e Antonio.



Em especial a secretaria de Pos-Graduagdo Magda, pelo
companheirismo e prestatividade no desempenho de sua fungdo. A meus amigos,
colegas e companheiros de Laboratorio: Ivani, Aramalia, Fernanda, Claudineli,
Claudia Eugénia, Cristina, Luis, Raquel, Luana, Sheila, Marcio, Mirian,
Valdirene, Evéania, Félix, Jodo Borges, Débora, Whasley, Marcia, Ana Paula,
Luziane, Claudinha, Léo, Leandro, Carla, Grazielle, Daniclle, Helson, Victor,
Jaine, Claudia Nogueira, Milena e Fabio.

A minha amiga e companheira Cidinha, pelos ensinamentos, conselhos,
dedicagdo e empenho durante realizacdo desse trabalho, e pela incansavel
batalha durante identificacdo das leveduras e analises em cromatografia.

Aos meus companheiros de luta, Caio, Helton, Gabriela e Adriene, que
estiveram sempre presentes lado a lado na elaboragdo das etapas que completam
este trabalho. Podemos comemorar juntos.

Gostaria também de agradecer aos professores Eustiquio e Romildo
(Microbiologia), Roberta, Carlos Pimenta, Alexandre (Ciéncia dos Alimentos),
as funcionarias Cleuza e Sandra, pelas analises fisico-quimicas, e a todos que,
direta ou indiretamente, contribuiram para o desenvolvimento desta pesquisa.

Agradeco a todos, de coragdo.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt sttt ettt i
ABSTRACT ...ttt ettt be ettt e e senes il
TINTRODUGAO. ...ttt enaea 1
2 REFERENCIAL TEORICO.............ccooooioiieieoeeeeeeeeeeeeeeees s 3
2.1 Alimentos fermentados.........ooeeverieriireneeninieeee e 3
2.2 Historico da fermentagao..........c.eccviecueeeiieriiieiiecie ettt e 3
2.3 Alimentos fermentados produzidos por populagdes indigenas.............cc.en...... 8
2.4 Populagdo indigena do Brasil............ccoccverieniieciiiienieece e 14
2.5 O POVO TaAPITAPE.....ooueieeieeieieeieeieeetie ettt sttt s ste e seeesseese e 15
2.6 Alimentos fermentados produzidos pelos indios Tapirapé............ccccccveenenn.e. 19
3MATERIAL E METODOS.........c.ooioiimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 24
3.1 Area de €STUAO........ovveeeeeeeeeeeeee e 24
3.2 Contato e permissao para ir & trib0.......c.eeeveerierieeriieeiierie et e 24
3.3 Substratos UtIHZAdOS. .....c.ccoveuieirieieieieee e 24
3.4 Preparo da bebida........cceecviiieriieiiieiecieciteie e 25
3.5 preparagdo do cauim ndo fermentado..........ceccveverierieniieieieeee e 26
3.6 Fermentacdo do cauim COZIid0.........cceevviieiieiiieeiiecie et 26
3.7 Coleta das amOSLIaS. ......coeeveriirtirieninerenestese ettt ettt 27
3.8 Armazenamento € transporte das amMOSIIAS........cccveeeveerreereerreereeeeieesereeieens 28
3.9 Reativacao e diluigd0o dos miCTOTZaniSImMOS. .......ccueerveerieerreerireeieenreenreenenens 28
3.10 Plaqueamento em meios de CUltiVO........ceeevieriieiiieriiecieeie e 28
3.11 Derterminacao dos agucares solaveis totais (AST)......ccccvevveerienciinireienne 29
3.12 Determinagdo da Proteina Bruta (PB)........cccccoovieiiiiiieiiicieciee e 29
3.13 Determinagao do amido...........cceeeviiiiieiieciiecie et 29
3.14 Determinago do PHu.....oovireieiieieeieeeeee e e 29

3.15 Determinagéo da acidez titulavel (ATT) € *BIiX....c.cceeeveeeeierieeie e 30



3.16 Contagem e classificacdo morfologica das colonias..........c..cceeveeeverrenennnnns 30

3.17 Isolamento dOS MOTTOLIPOS......eeveriereieieeieniieieeieeee e eeesiee e eeeeeeeeeeesneens 30
3.18 Purificacdo das colonias is0ladas...........cccueecvieeiieniiienieeireeiee e 31
3.19 Identificagdo das espécies MIiCrobianas...........ccveeeveerieerreerveeneeerreesveeneeenns 31
3.19.1 Identificagc@o de DacCterias...........ccoueeeevueiieiiieieiee et et 31
3.19.1.12.2 Identificacdo de bactérias gram-negativas..........ccecceevverveerverveennnenn 31
3.19.1.2 Identificacdo de bactérias gram-positivas.........cccceervueereercreencveenieenneennns 32
3.20 Identificacdo de fungos leveduriformes.............ccoevveeiercverieecieecresieieseeee s 38
3.21 Analises cromatograficas para carboidratos (sacarose, glicose, frutose e
maltose) e dcidos organicos (1atico € aCEtiCO)......evvrrrirverirerieeierreeierieeieees 39
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........oooiiiieeeeieeeeeeieeee e 41
4.1 Classificag@0o mMOTfOIOZICA. ......cccvieriiieiieeiieciiecieee et 41
4.2 Analises fiSICO-QUIMICAS......cuieiiiierieiiieiieeteesteeeieeete e eteeeeveeeraeseveeseneenseeens 42
A2 PHoeeee ettt ettt ettt eaas 42
4.2.2 OBIIX ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt b e bt et s e h e n et a et et et e teebeebeebeene e 44
4.2.3 Proteina bruta, amido, agucares totais, glicose € Sacarose.............ccoecveneeene. 45
4.2.3.1 Proteina DIULA. .......ccceviirierieniniirieereeser s 45
4.2.3.2 AMNEAO...cniiiirieieniireee ettt 47
4.2.3.3 Acucares totais, gliCOSE € SACATOSE......ccvvevreierreerrieriereieieeresseesseeeesneeneens 49
4.2.3.4 Acido 14tico € ACidO ACEHICO..........oveveeceerreereeeeeceeeeeeeeee e, 52
4.4 Identificacdo dOS MICIOTZANISINOS. ....cc.veervreeireerereerrreerteenreesreesseesseessseesseennnes 55
5 CONCLUSAQ. .......ovvviriirririieeiiesises s estessses st ssssss s 66

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 67



RESUMO

ALMEIDA, Euziclei Gonzaga de. Identificacio dos microrganismos
presentes em bebida fermentada produzida pelos indios Tapirapé. 2005.
74 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Os indios Tapirapé da tribo Tapi’itdwa, produzem varios alimentos
fermentados, dentre estes, encontra-se a bebida chamada “cauim”. Estes indios
vivem proximos a cidade de Confresa no Estado de Mato Grosso. O cauim ¢
geralmente usado como principal alimento pelos pais e criangas até os dois anos
de idade. Para a elaboragdo do cauim pode-se utilizar como substrato varias
fontes de carboidratos tais como: arroz, mandioca, milho, amendoim ¢ outros.
De modo geral o processo fermentativo ¢ realizado em batelada simples. Para o
preparo do cauim, utilizam a saliva como fonte de inoculo, através da
mastigacdo da batata-doce, que é adicionada ao recipiente de preparagdo como
fonte de inoculo. Os microrganismos envolvidos no processo de fermentagdo e a
sua atividade metabolica ainda ndo sdo conhecidos, sendo este o principal
objetivo deste estudo. O processo de fermentacdo da bebida preparada a partir
do substrato de arroz e mandioca foi acompanhado com andlises microbiologicas
e quimicas. No inicio da fermentagdo, a populacdo de bactérias presentes nas
amostras coletadas foi de 7,9 x 10° UFC / mL e de leveduras foi de 3,2 x 10*
UFC / mL. No entanto, a partir de 12 horas até o final da fermentagdo, a
populagdo de leveduras aumentou atingindo 6,9 x 10’ UFC / mL. De 355
microrganismos isolados e identificados quanto ao género e espécie, 132 foram
de leveduras e 223 de bactérias. Dentre os isolados bacterianos, 215 foram Gram
positivos e 8 Gram negativos. Os géneros de leveduras mais freqiientes foram:
Candida, Cryptococcus, Lypomyces, Pichia, Debaryomyces e Trichosporon. O
pequeno numero de isolados de bactérias Gram negativas foram representados
pelas espécies de Enterobacter cloacae; Enterobacter agglomerans;
Pseudomonas maltophilia; Serratia plymuthica. Entre as bactérias Gram
positivas os géneros mais encontrados foram: Lactobacillus, Bacillus,
Corynebacterium e Paenibacillus. Houve um predominio das espécies
Lactobacillus pentosus e Lactobacillus plantarun em todas as amostras
analisadas. Os valores de pH variaram de 3,8 a 4,9 nas amostras coletadas,
semelhantes ao observado em bebidas de fermentacgdo latica. Foi observado um
aumento nas concentragdes de glicose, sacarose e maltose no decorrer do
processo fermentativo para elaboracdo do cauim. A concentragdo de frutose
decresceu durante a fermentagdo e variou de 68,68ug/mL na amostra SF(Sem

* Orientadora: Rosane Freitas Schwan - UFLA



Fermento) a 24,9ug/mL na amostra (T48) apds 48 horas de fermentagdo.
Maltose foi o agucar que apresentou concentra¢ao mais elevada apds 36 horas de
fermentacdo. Verificou-se também a aumentos nas concentracdes de acidez
titulavel, acido latico e de acido acético ap6s 48 horas de fermentagao.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Euziclei Gonzaga de. Identification of microorganisms presents
in fermented beverage produced by Tapirapé indians.

The Tapirapé I ndians from the tribe Tapi’itawa produced several
fermented foods including the beverage called “cauim”. These amerindians live
near Confresa town in the state of Mato Grosso. Several substrates can be used
to prepare cauim, such as: rice, cassava, corn, peanuts among others. The
fermentative process used was simple batch. Mastication of sweet potato and
saliva are used as source of inoculum during the elaboration of the beverage
cauim. The microbial load and their role during the fermentative process of
cauim are not known, so their identification was the main aim of this study. The
fermentative process of the beverage prepared with cassava and rice was
evaluated with microbial and chemicals analyses. The bacteria population was of
7.9 x 10° CFU/ mL and yeasts population were of 3.2 x 10* CFU/ mL in the first
hour of the fermentation. However, after 12 hours of fermentation it was
observed an increased in the yeast population, which reached 6.9 x 10’ CFU/
mL. From a total of 355 microorganisms isolated and identified to genus and
specie level, 132 were yeasts and 223 of bacteria. Among the bacteria, 215
belonged to Gram positive group and 8 to Gram negative. The yeast genus more
frequently isolated was: Candida, Cryptococcus, Lypomyces, Pichia,
Debaryomyces and Trichosporon. The small number of Gram negative bacteria
was represented by the following species: Enterobacter cloacae; Enterobacter
agglomerans; Pseudomonas maltophilia; Serratia plymuthica. Lactobacillus,
Bacillus, Corynebacterium e Paenibacillus were the genus more frequently
isolated among the Gram positive bacteria. There was a dominium of
Lactobacillus pentosus and Lactobacillus plantarun in all samples analyzed. The
pH value varied from 3.8 to 4.9 during the fermentative process probably due to
lactic acid fermentation. The chemical analyses showed that the sugars
concentrations varied during the fermentative process. It was observed an
increased in the concentrations of glucose, sucrose and maltose during the first
12 hours of elaboration of the beverage. Fructose concentration decreased during
the fermentation process and varied from 68.68ug/mL in the samples without
inoculum (SF) to 24.9ug/mL after 48 hours of fermentation. Maltose showed
higher concentration after 36 hours of fermentation. There was an increase in
acidity, lactic acid and acetic acid during the fermentation process.

*Advisor: Dr Rosane Freitas Schwan - UFLA
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo ¢ técnica milenar, utilizada mesmo antes do nascimento
de Cristo. Ha relatos de que a utilizacdo dessa técnica teve seu inicio na China,
tendo sido depois difundida a outras nagdes, como Coréia, Japao e outros paises
orientais. Ela ¢ mais intensamente utilizada na China e Japao, por se encontrar
fortemente arraigada a cultura destes povos, e tem se conservado, passando de
geracdo a geracdo. Atualmente, a fermentacdo é encontra em todos os paises,
vilas, aldeias e cidades do mundo, como por exemplo, Estados Unidos, México,
Indonésia e Brasil, que a utilizam para produzir varios tipos de alimentos e
bebidas fermentadas.

Tribos indigenas, em varias partes do mundo, contribuiram para o
aperfeicoamento e utilizagdo das técnicas fermentativas. Nos paises asiaticos,
varios estudos tém sido feitos com alimentos e bebidas fermentadas. Os produtos
fermentados elaborados por varios povos indigenas tiveram suas técnicas de
preparo estudadas, porém, pouco se sabe sobre alimentos e bebidas fermentadas
indigenas no Brasil.

Nagdes nao indigenas também fazem uso da fermentagdo para produzir
alimentos e bebidas, o que a torna importante, por ser um dos mais velhos e
econdmicos métodos de produgdo e preservagdo de alimentos. Nao se utiliza a
fermentacdo somente para uso doméstico, rural ou urbano, mas também em
escala comercial a partir do crescente aumento de consumo destes produtos e sua
preferéncia no mercado consumidor.

Varias tribos indigenas brasileiras fazem uso da fermentagdo, como as
da Amazonia (Araweté), do Xingu (kayapo) e demais regides. Dentre estas,
destaca-se a comunidade indigena dos Tapirapé. Sabendo-se que esta

comunidade indigena utiliza a fermentac¢do para produzir alimentos ¢ bebidas,



realizou-se o estudo de levantamento na Aldeia Tapi’itdwa, para quantificar
esses produtos. Para tal, sdo utilizados varios substratos como matéria-prima,
como por exemplo: “cauim” de milho (verde), de arroz, mandioca (puba),
amendoim, banana, semente de algoddo, bacaba, abobora e semente de banana
brava. Estes processos de producdo sdo totalmente empiricos e rudimentares,
utilizando como fermento o liquido da mastigacio da batata-doce que ¢€
adicionado ao recipiente de preparacdo da bebida para propiciar o
desenvolvimento e proliferagdio dos microrganismos para desencadear os
processos fermentativos.

As matérias-primas ou substratos utilizados nesses processos sio
coletados no campo ou cultivados pelos membros da aldeia em suas rogas
(culturas itinerantes). Dessa forma, valores e respeito sdo atribuidos a caga,
pesca, coleta e agricultura, pois estes povos dependem destas relagdes para
suprir suas necessidades.

Em busca de melhor entendimento do processo fermentativo para a
producdo da bebida fermentada “cauim” produzida pelos indios Tapirapé, este
trabalho foi realizado objetivando-se isolar e identificar os microrganismos

presentes durante a fermentacao e caracterizar quimicamente a bebida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimentos fermentados

Os alimentos fermentados tém papel vital na histéria do
desenvolvimento do homem, oferecendo grande variedade de sabores, aromas e
texturas que enriquecem sua nutricdo. Acredita-se que sua importancia sera
ainda maior quando a populacdo mundial alcangar 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 (Steinkraus,
1996) e sao de alto valor nutricional fornecendo calorias, proteinas, vitaminas e
minerais a pregos acessiveis para a maioria dos consumidores. Alguns alimentos
fermentados ja sdo industrializados atualmente e fazem parte da dieta da
populacdo de quase todo o globo, como, por exemplo: pdo, queijos, iogurtes,
vinagre e bebidas fermentadas (cerveja, vinho) e fermento-destiladas (uisque,

cachaga, tequila).

2.2 Historico da fermentacao

Estima-se que o homem comegou a utilizar as bebidas fermentadas ha
cerca de 30 mil anos. A produgao de cerveja deve ter iniciado por volta de 8.000
a.C., o que ocorreu paralelamente aos processos de fermentagdo de cereais que
se difundiram lado a lado com as culturas de milho, centeio e cevada nas antigas
sociedades estaveis. Ha remgistros sobre a utilizagdo da cerveja na Antiguidade
entre os povos da Sumaria, Babilonia e Egito. A bebida também foi processada
por gregos e romanos durante o apogeu dessas civilizagdes (Filho et al., 2001).

Segundo relatos biblicos, o vinho é um produto da fermentagéo,
utilizado muito tempo antes do nascimento de Jesus Cristo. Na China, por volta
de 2.300 a.C., ja se produzia um vinho derivado do arroz, chamado “kiu”. No

Japdo, produzia-se a bebida alcoolica saqué proveniente da fermentagdo do



arroz. Na Asia Central, o “koumis” é uma bebida preparada utilizando-se a
fermentacdo alcodlica do leite de camelo ou de égua (Battcock & Azam-Ali,
1998).

Outras bebidas foram obtidas pelos povos primitivos a partir de sucos de
frutas fermentadas, em sua maioria desenvolvidas de forma acidental (Museu do
Indio 2004).

Segundo antropo6logos e historiadores, ndo se conhece, em todo o
mundo, nenhuma sociedade que ndo utilize a fermentagdo para a producdo de
alimentos ou bebidas. Ela tem sido aperfeicoada desde os tempos remotos, a
partir de erros e acertos, em tantas tentativas, ndo havendo conhecimento da
necessidade da presenca de microrganismos para desencadear 0s processos
fermentativos (Gotcheva et al., 2000).

Fermentagao ¢ um dos métodos mais antigos e economicos de produzir e
preservar alimentos (Billings, 1998). O processo de fermentacdo ¢ relativamente
eficiente, com baixo requerimento de energia para a preservacdo, € aumenta o
tempo de prateleira do produto final, diminuindo a necessidade do uso de
refrigeracdo para a preservag@o de alimentos. Estas caracteristicas sdo altamente
apropriadas para a utilizacdo em paises em desenvolvimento e outras areas onde
0 acesso a equipamentos sofisticados ¢ mais dificil. De modo geral, os alimentos
fermentados sdo populares em todo o mundo, mas, em algumas regides, fazem
parte da maioria da dieta basica de milhdes de individuos (Billings, 1998).

Segundo Tortora et al., (2002), a fermentagdo ¢ definida como qualquer
processo metabolico que libere energia de aguicar ou outra molécula organica,
ndo requer oxigénio ou outro sistema transportador de elétrons e usa uma
molécula orgénica como aceptor final de elétrons.

Organismos aerobios convertem a “glicose” em “piruvato” pela
glicolise e, utilizando o oxigénio molecular, oxidam completamente o piruvato

até CO, e H,0. Na fermentagdo, o NAD" é regenerado a partir do NADH pela



reducdo do piruvato a lactato. Na glicdlise, a desidrogenacdo de duas moléculas
de gliceraldeido-3-fosfato, derivadas de cada molécula de glicose, converte duas
moléculas de NAD" em duas de NADH. A redugdo de duas moléculas de
piruvato em duas de lactato regenera duas moléculas de NAD' ficando o
processo global equilibrado, podendo continuar indefinidamente. Nao ha
varia¢do no estado de oxidagcdo do carbono quando a glicose ¢ convertida em
lactato. Essa conversdo gera duas moléculas de ATP para cada uma das glicoses
consumidas. Um grande nimero de microrganismos fermenta a glicose e outras
hexoses até lactato. Por exemplo, certos lactobacilos e estreptococos fermentam
a lactose do leite em acido lactico (Lehninger, 1993).

De acordo com esse mesmo autor, fermentagdo é um termo geral que
significa degradacao anaerdbica da glicose ou de outros nutrientes organicos em
produtos variados (caracteristicos para cada um dos diferentes organismos), com
o proposito de obtengdo de energia na forma de ATP. Trata-se da mais antiga
forma de obten¢ao de energia das moléculas dos combustiveis organicos.

Por definicdo, fermentagdo € o processo de decomposicdo de substincias
orgénicas induzido por microrganismos ou por complexo de enzimas de origem
microbiana, animal ou de plantas (Walker, 1998). Fermentagao pode também ser
descrita como mudangas bioquimicas provocadas pela atividade metabolica de
microrganismos e ou enzimas na oxida¢do de carboidratos em ambientes
aerobicos, anaerdbicos ou parcialmente anaerdbicos (Walker, 1998).

Os microrganismos homofermentativos obrigatorios produzem mais de
85% de 4acido latico de glicose, assim com os heterofermentativos facultativos.
Embora os homofermentativos obrigatérios ndo sejam capazes de fermentar
pentoses ou gluconatos, enquanto que os heterofermentativos facultativos
fermentam algumas dessas fontes de carboidratos. Os microrganismos
heterofermentativos obrigatorios produzem gas (CO,) a partir de glicose, acido

latico e também produzem acido acético e ou etanol (Hammes et al., 1991).



A temperatura 6tima para crescimento de lactobacilos esta entre 30°C e
40°C. Assim, encontram-se distribuidos no ambiente habitando produtos
alimenticios de fonte animal e vegetal. Normalmente, habitam o trato intestinal
de aves e de mamiferos, e raramente sdao patogénicos (Hammes et al., 1991).

O processo de fermentagdo que ocorre nos substratos pode agir de, pelo
menos, cinco maneiras diferentes na elaboragdo de um alimento fermentado:

a — pelo enriquecimento da dieta dos povos pelo desenvolvimento de
diversidade de sabores, texturas e aromas dos substratos alimentares (Steinkraus,
1996);

b - preservando os substratos pela presenca de acido latico, acido
acético, alcoois e fermentagdes alcalinas (Caplice & Fitzgerald, 1999; Blandino
et al., 2003);

¢ - enriquecendo os substratos pela atuagdo microbiana com acréscimos
de vitaminas, proteinas, aminoacidos e acidos graxos essenciais (Steinkraus,
1996);

d - promovendo a desintoxicacdo de alimentos pelo processo
fermentativo (Holzapfel 1997);

e - diminuindo o tempo de cozimento dos alimentos (Steinkraus, 1996).

Acredita-se que quatro tipos de fermentacdo tenham sido responsaveis
pela sobrevivéncia dos homens durante milénios, que sdo: a fermentacdo
alcodlica (Steinkraus, 1983), a fermentacdo acido-latica que também esta
relacionada com a salga (Steinkraus, 1979), a fermentacdo acética e a
fermentacdo alcalina (Blandino et al., 2003). Fermentac¢do alcoodlica resulta na
producdo de etanol a partir de substrato fermentecivel e as leveduras sdo os
microrganismos predominantes neste tipo de fermentagdo. Como exemplo
citam-se os vinhos e cervejas. A fermentacdo latica é principalmente realizada
por bactérias do acido latico e estd envolvida nos processamentos de leite e

derivados e também na fermentagdo de cereais. O grupo das bactérias acéticas



tem envolvimento na produg@o de vinagre e outras fermentagdes de vegetais e
sdo responsaveis por converterem etanol em acido acético na presenca de
excesso de oxigénio. As fermentagdes alcalinas geralmente ocorrem durante as
fermentacdes de pescados e sementes comumente utilizadas como condimentos
(Blandino et al., 2003).

Muitos alimentos tradicionais ou indigenas sdo normalmente produzidos
por processos fermentativos naturais que, na maioria das vezes, podem envolver
a mistura de culturas de bactérias, leveduras e ou fungos (Gotcheva et al., 2000).
A maioria dos microrganismos encontrados em alimentos fermentados indigenas
pode ser ingerida pelo homem (Steinkraus, 1996). Estes organismos,
usualmente, produzem varias enzimas, como amilases, proteases, lipases e
pectinases, entre outros, que permitem que os diversos grupos microbianos
colonizem os mais diversos substratos ¢ modifiquem o sabor preservando o
alimento.

A preparacdo de muitos alimentos e bebidas indigenas e outros
tradicionalmente fermentados, permanece, até os dias de hoje, como artesanal ou
empirica. Eles sdo produzidos em casa, vilas ou em industrias de pequena escala.
Nas ultimas duas décadas, tem-se pesquisado mais sobre os alimentos
fermentados indigenas buscando melhorar a qualidade e estabilidade do produto
(Steinkraus, 1996). Também em relagdo aos microrganismos envolvidos no
processo de fermentacdo, tem-se utilizado a manipulacdo genética para a
melhoria da qualidade e a eficiéncia da producdo controlada de alimentos
fermentados (Holzapfel, 1997).

Na obten¢do de alimentos de origem fermentada, pelos indigenas ou
populagdo nativa principalmente das Américas e Australia, ainda utiliza-se o
processo de fermentagdo tradicional e empirico. Apesar dos avangos

tecnologicos na area, ainda ndo existem informacdes disponiveis sobre os



microrganismos que estdo envolvidos nos processos de fermentagdo da maioria

dos povos indigenas (Gotcheva, 2000).

2.3 Alimentos fermentados produzidos por popula¢des indigenas

A fermentacdo ndo ¢é utilizada pelos orientais apenas para produzir
bebidas, outros alimentos também sdo produzidos a partir de processos
fermentativos, tais como: “tempeh”, “natto” e “molho de soja”. Estes alimentos
se destacam entre os japoneses ¢ chineses,pelos quais sdo produzidos e
consumidos em maior escala e sdo utilizados em dietas alimentares, com o
proposito de se controlar o ganho de peso excessivo (obesidade), dos quais os
mais indicados e utilizados sdo o natto e o tempeh (Nout & Kiers, 2005,
Beuchat, 1997). O molho de soja ¢ consumido no mundo inteiro ¢ é o
ingrediente fundamental das dietas alimentares da Indonésia até o Japao. A cada
ano sdo produzidos, industrialmente no Japao, mais de um bilhdo de litros de
molho de soja (Battcock & Azam-Ali, 1998). Outros alimentos, como “tofu”
(Jap@o) e o “sufu” (China), conhecidos como “queijos de soja”, sdo produzidos
também a partir da fermentagdo, porém, em menor quantidade que os citados
anteriormente (Han et al., 2001).

Alguns produtos da fermentag@o sdo utilizados como condimento pelos
orientais, tais como molho de peixe e massas. Em geral, o consumo desses
alimentos e bebidas vem aumentando e se difundindo em todo o mundo
(Beuchat, 1997). Além disso, os alimentos fermentados representam importante
parte na dieta de muitos paises do oeste da Africa, e sdo vistos como uma forma
de introduzir variedade no consumo de matérias-primas, como mandioca, trigo e
peixe. Na Africa, produtos fermentados de mandioca, como fufu, gari e
agbelima, s8o os principais componentes da dieta de mais de 800 milhdes de
“Amoa-Awua” e, em algumas areas do continente africano, a soja constitui 50%

da dieta da populagdo (Amoa-Awua et al., 1995; Battcock & Azam-Ali, 1998).



A diversidade dos alimentos fermentados consumidos ¢ grande.
Blandino et al. (2003) citam mais de 60 alimentos e bebidas fermentadas a partir
de cereais. Beachau (1997) relacionou 65 alimentos fermentados indigenas a
partir dos mais diversos substratos e microrganismos. Alguns alimentos
produzidos a partir de mandioca (Manihot esculenta Crantz) encontram-se
relacionados na Tabela 1 e algumas bebidas produzidas por outros povos
indigenas de varios paises de forma tradicional na Tabela 2. Mandioca ¢ o quarto
substrato mais utilizado em processos fermentativos indigenas depois de arroz,
trigo e milho (Kimaryo et al., 2000).

A agbelima ¢ produzida a partir da mistura de inoculo com raizes de
mandioca descascadas e raladas, sendo largamente consumida em paises como
Ghana, Togo e Benin (Amoa-Awua et al., 1996). A microbiota predominante
durante sua fermentaco € constituida, dentre outros, por Lactobacillus spp (Lb.
plantarum; Lb. brevis; Lb. fermentum; Lb. salivarius); Leuconostoc
mesenteroides e Streptococcus spp; Bacillus spp. (Amoa-Awua et al., 1995). De
acordo com esse mesmo autor, entre as bactérias do acido latico isoladas, apenas
Lb. plantarum e Lb. mesenteroides estiveram presentes em larga escala ap6s 96h

de fermentacgao.
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TABELA 1 Alimentos fermentados indigenas produzidos a partir de mandioca

Produto  Substratos Microrganismos Utilizacgao Regido Referencia

Agbelima  Mandioca  Lactobacillus spp; Massa tipo pao Gana, Togo ¢ Amoa-Awua et al.,
Leuconostoc Benin 1996; Mante et al.
mesenteroides; 2003.

Streptococcus spp;
Bacillus spp.

Kivunde Mandioca  Lactobacillus plantarum Massa tipo pdo Tanzénia Kimaryo et al.,2000.

Fufu Mandioca Streptococcus  lacticus: Pasta Nigéria Oyewole & Odunfa,
Geotrichum candidum; 1990.
Corynebacterium
manihot;

Lactobacillus spp;
Leuconostoc spp.

Gari Mandioca Bactérias do  acido Farinha Nigéria, Oeste Steinkraus, 1996,
latico; Alcaligenes; da Africa Beuchat, 1997.
leveduras.

Tape ketela Mandioca ¢ Aspergillus rouxii; Pasta ligeiramente Indonésia Steinkraus, 1996.

arroz Endomycopsis sp. alcoolica e

agridoce
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TALELA 2 Bebidas fermentadas indigenas, conhecidas no mundo e descritas

Produto Substrato Microrganismo Bebida Regido Referéncia
Chicha Milho Bactérias do acido Bebida alcodlica América Latina; Beuchat, 1997,
latico e leveduras Venezuela; Equador,  Steinkraus, 1996

Peru; Bolivia;
Colombia; Argentina

Tepache Milho e frutas Leveduras Bebida alcoolica México Moreno-Terrazas et al.,
2001
Boza Milho, trigo e Leveduras e bactérias Bebida ndo Bulgaria Blandino et al. 2003
arroz lacticas alcdolica
Sobia Trigo Leveduras e bactérias Bebida néo Arabia Saudita Gassem, 2002
lacticas alcoolica
Pulque Agave Leveduras e bactérias Bebida alcdolica México Steinkraus, 1996

do acido latico




A chicha é uma bebida alcodlica amarelada, clara, efervescente com
sabor semelhante ao da sidra. chicha é produzida na regido dos Andes a partir da
fermentacdo do milho e é consumida em varios paises da América Latina. No
processo de preparagdo desta bebida, a saliva serve de fonte de amilase para a
conversao do amido em agucares fermentesciveis (Steinkraus et al., 1983). O
milho € mastigado, e entdo, colocado para secar ao sol, sendo depois misturado
com agua para dar inicio ao processo de fermentagcdo. Leveduras, em particular
Saccharomyces cerevisiae, bactérias do acido latico pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Leuconostoc, bactérias do acido acético (Acetobacter sp.) e
varias espécies de fungos filamentosos formam a mistura de microrganismos
envolvidos neste processo de fermentagdo (Blandino et al., 2003).

Tepache ¢ o nome dado a uma série de bebidas fermentadas refrescantes
preparadas, cuja tradi¢io tem origem pré-hispanica. E preparada a partir de
graos de milho e ainda hoje € bastante consumida no México. Tem diversas
modalidades de preparagdo e suas caracteristicas influenciadas por variagdo no
solo, de acordo com a origem da matéria-prima processada e também pelos
diversos tipos de microrganismos responsaveis pela fermentagdo. Na parte
central do México, é produzida a partir de frutas, principalmente abacaxi e
outras frutas, como a mac¢a ¢ laranja, que sdo fermentadas em agua adogada por
acucar mascavo ou marrom. Nesta regido, as fermentagdes sdo preparadas em
recipiente tipo barril de madeira chamado “tepacheras”. Leveduras dominam a
fermentagdo, sendo encontradas Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera africana
e Candida intermedia (Moreno-Terrazas et al., 2001).

Boza ¢ uma bebida tradicional da Bulgaria, produzida a base de cereais,
que se caracteriza pelo seu agradavel sabor doce meio azedado, como sabor de
pdo. E também consumida em algumas regides da Turquia, Albania e Roménia.
Os principais cereais usados na sua preparagdo sio o trigo, o milho e o arroz. A

fermentacdo € causada pela mistura de leveduras e bactérias acido-laticas (BAL)
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numa propor¢do de BAL/leveduras de 2/4 (Blandino et al., 2003). As bactérias
do 4cido latico encontradas foram das seguintes espécies Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
copriphilus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc Raffinolactise e
Leuconostoc brevis (Blandino et al., 2003). As leveduras encontradas durante a
elaboragdo de “boza” foram Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Geotrichum peniicilatum e Geotrichum candidum (Gotcheva
et al., 2000).

O pulque ¢ uma bebida das regides hispano-americanas, principalmente
México. E produzida a partir da fermentagio natural do suco de agave (agave
americana), que chega a ter cerca de 6% de alcool. No consumo, as vezes, sdo
adicionados mel e sucos de frutas. Pulque é uma importante fonte de vitaminas
para a populacdo mexicana. O conteudo de vitaminas aumenta, durante a
fermentacdo, de 5 para 29ug/100mL de tiamina, 54 para 515ug/100mL de
niacina e 18 para 33ug/100mL de riboflavina (Steinkraus, 1996). Escalante et al.
(2004) identificaram a populagd@o bacteriana envolvida na fermentacao de pulque
utilizando sequenciamento do 16S rDNA, tendo sido identificadas as seguintes
bactérias: Lactobacillus acidophilus, Lb. kefir, Lb. acetotolerans, Lb. hilgardii,
Lb. plantarum, Leuconostoc  pseudomesenteroides, Microbacterium
arborescens, Flavobacterium johnsoniae, Acetobacter pomorium,
Gluconobacter oxydans ¢ Hafnia alvei (Escalante et al.,, 2004). Leveduras,
principalmente Saccharomyces cerevisiae e S. carbajali, também participam do
processo de fermentacdo de agave na elaboragdo de pulque (Streinkraus, 1996).

A sobia ¢ uma bebida fermentada, tradicionalmente preparada na
provincia oeste da Arabia Saudita. A preparagdo de sobia se da com a mistura
de trigo e farinha de malte. Amostras de sobia revelaram grande quantidade de
bactérias, dentre essas, algumas acidolaticas que se encontraram variando entre

4,17 a 8,09 log UFC/mL, respectivamente. Leveduras e fungos também sio
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encontrados, variando de 3,96 a 5,87 log UFC/mL. A contagem de coliformes
ficou entre 0,67 a 3,84 log UFC/mL. A acidez da bebida expressa pelo
percentual de acido latico varia de 0,04% para 0,30%, enquanto o pH das
amostras varia de 3,37 a 5,53. Bactérias do acido lactico encontradas na
fermentagdo de sobia sfo pertencentes as seguintes espécies: Lactobacillus
cellobiosus; Lb. Buchneri; Lb. Plantarum; Lb. Brevis; Lb. delbrueckii
delbrueckii; Leuconostoc lactis e Pediococcus pentosaceus. Coliformes também
foram detectadas nas amostras e consistiram de Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, E. sakazakii, E. cloacae e Serratia liquefaciens. A
populagdo leveduriforme compreendeu as seguintes espécies: Saccharomyces
cerevisiae, Candida tropicalis, C. ciferrii, C. guilliermondii, C. lipolytica,
Kloeckera japonica e Rhodotorula rubra. Todos os fungos filamentosos isolados
foram identificados como sendo pertencentes ao género Penicillium (Gassem,

2002).

2.4 Populacio indigena do Brasil

Os indios no Brasil se encontram distribuidos em 562 terras indigenas,
totalizando cerca de 315.000 indios. Sdo 206 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 ¢ Para. Além
desses, deve-se considerar a existéncia de 40 povos isolados na Amazonia
Ocidental. O estado do Amazonas ¢ onde estd a maior concentragdo de etnias; ja
no estado de Mato Grosso, sdo encontrados cerca de 32 povos indigenas (Museu
do indio, 2005).

Atualmente, a maior parte das sociedades indigenas faz uso de alimentos
e produtos industrializados introduzidos pelos nao indios apds o contato entre
eles. Nos casos em que isso ocorre, os membros da sociedade passam a precisar

de dinheiro para adquiri-los, o que os leva a buscar trabalho remunerado ou a

14



procurar comercializar seus produtos, inserindo-se dessa forma no mercado

regional (Museu do indio, 2005).

2.5 O povo Tapirapé

Os indios Tapirapé habitaram a area localizada entre os rios Tocantins e
Xingu até o século XVII. Depois, por volta da segunda metade do século XVIII
sua presenca foi anotada ao norte do rio Tapirapé (Baldus, 1979).

Atualmente 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 167.533 ha e
homologada em 1998, onde vivem apenas indios Tapirapé. Nessa area existem
quatro aldeias que se organizam da seguinte forma: uma funciona como aldeia
sede e as outras trés estdo anexadas a elas. Cada aldeia tem seu cacique
comprometido com sua comunidade de forma coletiva (3° Grau Noticias, 2005).

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

Em 1900, os Tapirapé totalizavam aproximadamente 1.500 indios
habitando cinco aldeias localizadas proximas & margem esquerda do Araguaia
(Wagley, 1988). Essa comunidade pertence ao tronco lingiiistico tupi-guarani e
totaliza, atualmente, um numero aproximado de 650 integrantes (3° Grau
Noticias, 2005).

Os indios Tapirapé sdo provaveis ancestrais dos indios Tupinambas, da
costa brasileira que, devido ao processo de colonizacdo do Brasil, foram
for¢ados a viver sempre migrando, a fim de se isolarem dos contatos com o0s
brancos. A tradi¢do Tapirapé diz que esses vieram do norte ¢ do leste, mudando

sempre para o sul (Baldus 1979).

15



De acordo com Wagley (1988), os indios Tapirapé viveram, por um
periodo, em contato com os indios Karaja e Javaé na Ilha do Bananal, no estado
do Tocantins. Devido a certos desentendimentos, foram expulsos por estes,
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 amazoOnicas. Por serem agricultores, coletores, cacadores e
pescadores, suas aldeias ficam proximas a densas florestas em terrenos altos e
inundaveis (Kidlink, 2005).

Com o reconhecimento da Area Indigena Tapirapé/Karaja em 1983, os
Tapirapé passaram a reivindicar seu territorio tradicional. Em 20 de novembro
de 1993, 62 indios Tapirapé ocuparam o retiro de uma fazenda e reocuparam a
aldeia Tapi’itaiwa. Em 1994, a presidéncia da Funai aprovou o relatdrio
produzido pelo Grupo Técnico (GT) instituido no ano anterior, 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 (Kidlink, 2005). Atualmente, o povo Tapirapé esta
reconstituindo o sistema habitacional em cinco aldeias, voltando a repovoar as
areas que tinham sido forcados a “abandonar”.

Para o povo Tapirapé, a cultura tem significado mitico e historico, sendo
repassada de uma geragdo a outra (Museu do indio, 2005). Este mesmo autor
afirma que, para os Tapirapé, os animais, as plantas, os rios € 0s corregos t€m
alma, como se fossem membros da aldeia. Dessa forma, respeito e valores sdo
atribuidos a caca, a pesca, a coleta e a agricultura, fazendo com que estas
populagdes tradicionais da Amazdnia tenham relacdes intimas e de profunda
familiaridade com o meio ambiente. Os sistemas culturais t€ém um papel
importantissimo na comunidade Tapirapé, facilitando a utilizagdo e preservagdo

dos recursos naturais para fins culturalmente apropriados.
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Segundo Wagley (1988), os Tapirapé por meio de suas comemoragdes
festivas, conseguem manter uma relag@o de respeito com o proximo, 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 como
importantes fontes de alimentos. Estes indios possuem profundo conhecimento
botinico 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 e cocos e explorando as matas de
galerias das proximidades. (Kidlink, 2005).

Alguns tabus alimentares desapareceram por completo da cultura
Tapirapé. Isto se justifica 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 unica ressalva a se fazer ¢ que, devido a escassez da carne
verificada nos dias de hoje, a maioria das espécies interditadas devido a tabus
alimentares, como espécies de veado e tatu, teve seu consumo atualmente
permitido a sexos e grupos etarios aos quais, até a década de 1940 e 50, eram
proibidos.

Toral (1994) afirma que o abandono do sistema tradicional e o
esgotamento dos terrenos proximos a area de refigio para onde foram
transferidos no inicio da década de 1950 fizeram com que o rendimento da
agricultura fosse muito reduzido. Atualmente, as espécies mais cultivadas sdo:
mandioca para a fabrica¢do de farinha; milho, arroz, banana, mamao, mandioca

mansa, aipim, cara, batata-doce, abobora, amendoim, andu (tipo de feijao),
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algoddo e outras espécies menos importantes. Proximo as casas mantém-se pés
de urucum e mangueiras. Quanto a fonte de proteina, devido ao seu valor na
alimentag@o, as espécies preferidas pelos Tapirapé sdo: o porco-queixada, porco-
caetetu, paca, cotia, tamandua-bandeira, jabuti, quati, macaco-prego, tartaruga e
seus ovos, tracaja e seus ovos, veado-campeiro, veado-mateiro, tatu, guariba,
anta e pato-do-mato, dentre outros.

Apos o nascimento de uma crianga na tribo Tapirapé, tanto a mulher
quanto o marido seguem a dieta pds-parto, que ¢ baseada no consumo da bebida
cauim fermentado. Segundo Wagley (1988), apos o nascimento de uma crianga,
a mae deve tomar somente cauim durante todo o primeiro més. Depois, pode
escolher um tipo de proteina animal (tartaruga ou peixe) que comerd, com
cauim, durante o segundo més. No terceiro més da dieta, escolhera outra
proteina. Conseqiientemente, ao introduzir uma fonte de proteina, podera
continuar a dieta caso a crianga ndo venha a passar mal. Caso acontega e seja
apontado pelo curador, tera que retornar ao inicio da dieta em ambos os casos.
Por outro lado, o pai tem a liberdade de tentar uma dieta normal e, se nada
acontecer a crianga, podera continuar. Caso contrario, devera acompanhar a
dieta da mae.

Os festivais e rituais se encontram arraigados a cultura Tapirapé. Em
destaque, encontram-se a cauinagem e o kawio. O primeiro — cauinagem — ¢
geralmente produzido para festejar a chegada da colheita, em agradecimento a
boa produtividade da mae terra, em virtude das chuvas ocorridas. O mais
importante neste festival é que o anfitrido da festa oferece o que produziu em sua
ro¢a, compartilhando com todos os membros da aldeia (Wagley, 1988).

O kawio é um ritual de preparacdo de uma crianca para o cargo de
cacique. E uma bebida fermentada, obtida do grdo de milho maduro, que tem
objetivo diferente do cauim. Quando oferecida, esta bebida ndo pode ser

ingerida, o que da direito ao anfitrido de pedir um presente a quem estd
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oferecendo. Bebé-la ¢ um ato de desrespeito, pois é um prestigio doar em vez de
receber. Essa atitude impossibilita o acimulo de bens nas maos de um ou poucos
indios, o que faz com que nado exista diferenga de classes sociais dentro da
comunidade indigena. Dessa forma, ndo existe indio “rico” ou “pobre” dentro da
aldeia (Wagley, 1988). A cultura Tapirapé foi e continuara sendo o mecanismo
capaz de propiciar a harmonia e a sobrevivéncia destes povos da Amazonia, ndo

somente sobrevivéncia fisica, mas, social, cultural, econémica e espiritual.

2.6 Alimentos fermentados produzidos pelos indios Tapirapé

Os indios do tronco lingiiistico Tupi-Guarani fazem uso da fermentacao
na obtengdo de 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 (Instituto Camdes, 2004). As técnicas utilizadas por estes indios
envolvem processos naturais e rudimentares, comparados aos empregados nas
indastrias de alimentos e bebidas no pais ou no mundo. Mesmo assim, eles
conseguem produzir bebidas a partir de varias fontes de carboidratos
fermentesciveis.

Segundo Ampe et al., (2000), durante a fermentacao, quando se utiliza a
mandioca como substrato, o pH decresce rapidamente, igualando-se ao pKa do
acido latico. Esses autores relataram que o lactato e o acetato sao os metabolitos
mais importantes encontrados nas amostras dos produtos da fermentagdo da
mandioca, como, por exemplo, durante a obtencdo do polvilho azedo.

De acordo com a variedade de mandioca utilizada no preparo da bebida,
havera variagdes no conteido de aglicares totais, proteinas e fibras. Porém,
cultivares amargas de mandioca conhecida como ‘mandioca brava’ apresentam
concentragdes de aglcares totais e proteinas mais elevadas, possuindo baixos

niveis de fibras (Padonou et al., 2004).
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Por ser de origem brasileira, a mandioca ja era utilizada pelos povos
indigenas, mesmo antes da colonizacdo; por isso, supde-se que boa parte dos
subprodutos de sua utilizagdo foi herdada da cultura indigena. Alimentos, como
a farinha de mandioca, o polvilho doce e azedo, dentre outros, contribuem com
boa parte da dieta da populagdo brasileira.

A diferenca entre povilho doce e azedo ¢ determinada pelo teor de
acidez. Para polvilho doce, o maximo permitido ¢ de ImL de solugdo de NaOH
IN por 100g de amostra ¢ SmL para o polvilho azedo (Nakamura, 1975). Na
Figura 1 encontra-se um fluxograma de producao de polvilho azedo.

O bagaco acumulado durante a separagdo do leite de fécula é descartado
e a fécula separada por decantagdo em tanques, planos inclinados ou por
centrifugacdo (Cereda e Giaj-Levra, 1987). A fermentagdo pode ocorrer em
cocho de madeira ou tanques de alvenaria revestidos ou nao de azulejos, abertos

ou fechados (Cereda, 1987).

| Recebimento das raizes de mandioca |
| Lavagem e descascamento |

Y

| Ralagem e separacgdo do bagago e leite de fécula |

| Leite de fécula |
U
| Tanque de decantacdo |

U

| Tanque de fermentacdo |

| Secagem ao sol |
U

| Polvilho azedo |

FIGURA 1 Fluxograma do processo de producdo de polvilho azedo. Adaptado da
Tese de Doutorado de Ivana Aparecida da Silveira, UFLA (2001).
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Na fabricagdo da farinha de puba, as raizes de mandioca, apds serem
colhidas, sdo deixadas de molho com casca em agua corrente dentro de sacos ou
outro recipiente de madeira ou metal pelo periodo de trés a quatro dias, periodo
em que ocorre a liberagdo do acido cianidrico das raizes. Apos a pubagem
(Wagley, 1988), as raizes ficam umedecidas e moles, permitindo a retirada das
cascas. A massa ¢ prensada e, em seguida, torrada em recipientes apropriados,
obtendo-se, como produto, a farinha de puba.

Sdo varios os substratos utilizados pelos indios Tapirapé para produzir
bebida chamada ‘“cauim”, tais como, arroz, mandioca, milho, amendoim,
semente de algoddo, bacaba, buriti, banana, abobora, semente de bananeira
brava e demais frutas fermentesciveis.

Quando o substrato do cauim € o arroz, este ¢ utilizado ja sem casca. Em
seguida, ele € posto em agua por cerca de 15 a 20 minutos, para hidratar. Retira-
se a dgua para que oarroz possa ser triturado em pildo de madeira, obtendo-se a
farinha de arroz.

A mandioca passa pelo processo de pubagem da mandioca, sendo, em
seguida, transferida para um jirau de madeira ao sol, onde ocorre a desidratagdo
da mesma. Depois de secas, obtém-se a farinha de mandioca triturada em pildo
de madeira.

O processo de preparagdo da bebida ¢ bem rudimentar e tradicional. Ao
mesmo tempo em que os substratos sdo preparados, coloca-se agua para aquecer
até o ponto de fervura em uma panela, normalmente de aluminio. A fonte de
calor para o aquecimento consta de um fogao rudimentar, feito com trés pedras
arranjadas de forma que a panela fique apoiada sobre elas. Apds a dgua ser pré-
aquecida, os substratos sdo adicionados. Primeiro adiciona-se a farinha de arroz
e, em seguida, a farinha de mandioca para que sejam cozidas. Durante o
cozimento toma-se o cuidado de misturar bem os substratos, utilizando-se para

isso, uma colher de madeira, para que o cozimento ocorra de maneira
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homogénea. Apods o cozimento, o recipiente de preparacdo ¢ retirado do fogo e
deixado para esfriar a temperatura ambiente.

Desse ponto, o produto obtido do cozimento ja ¢ o “cauim”, que pode
ser consumido antes ou apds a fermentagdo. O “cauim fermentado” é obtido a
partir da adicdo de fermento no “cauim cozido”. Este fermento vem da
mastigacao da batata-doce, o que ¢ feito, normalmente, por uma india jovem da
tribo. O liquido da mastigacdo ¢ adicionado aos poucos no recipiente de
preparacdo da bebida. Deixa-se fermentar por 24 horas, para obter o produto
final, “cauim fermentado”, ja pronto para o consumo.

Em tribos do Xingu, no processo de preparacdo da massa (polvilho
azedo) a mandioca ¢ descascada e ralada. Depois, o polvilho ¢ retirado
deixando-o desidratar por uma noite. No dia seguinte, a massa esta pronta para
fazer o beiju. A massa ¢ novamente peneirada, para ficar fina. Em seguida, um
recipiente apropriado (de barro ou de aluminio) ¢ colocado no fogo e, quando
quente, a massa € posta sobre a mesma em finas camadas para cozimento. O
processo ndo ¢ demorado; uns dois minutos de cada lado e esta pronto para ser
consumido. Os indigenas costumam comé-lo com peixe ou outro tipo de carne
(3° Grau Noticias, 2005).

Entre os indios Tapirapé, o processo ¢ um pouco diferente. A mandioca
passa por processo conhecido como “pubagem”. A massa obtida é posta pra
secar, podendo ser armazenada ou preparado o beiju a partir dela. Quando a
massa esta seca, ¢ sO adicionar agua e sal & massa, misturar, peneirar e fazer o
cozimento, como descrito anteriormente (Almeida et al., 2004).

Os indios Tapirapé utilizam a fermentagdo para produzir alimentos e
bebidas ha muitos anos. Nao se pode definir com precisdo a data, mas,
considerando que o homem utiliza varias espécies de leveduras ha milénios na
produgdo de pao, cerveja, vinho e outros, pode-se inferir que esta pratica entre os

Tapirapé seja bem antiga, passando de geracdo a geragao.
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A partir do levantamento feito sobre os tipos de alimentos e bebidas e as
técnicas de preparo utilizadas por estes indios, houve interesse em conhecer
quais microrganismos estavam envolvidos nos processos fermentativos e alguns
dos metabodlitos que sdo produzidos pela acdo dos microrganismos

fermentadores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado junto ao povo Tapirapé, pertencente ao tronco
lingiiistico Tupi-Guarani, na aldeia Tapi’itdwa, situada proximo a Serra do Urubu
Branco, distante 32 km do municipio de Confresa, MT, localizada 10,8° de latitude sul
e a 51,3° de longitude oeste, no extremo norte do estado de Mato Grosso. A regido
tem clima equatorial quente e imido (trés a quatro meses secos), com vegetacao de

transi¢do entre cerrado e floresta amazonica (Miranda & Amorim, 2000).

3.2 Contato e permissio para ir a tribo

A partir de continuos contatos, favorecidos pela amizade e prestacdo de
servigos por parte do Sr. Romulo Xavier Almeida (in memorian) que residiu em
Confresa por longos anos foi possivel ir a tribo. A partir dai foram feitos novos
contatos e visita a aldeia Tapi’itAwa, para verificar com o Cacique a possibilidade da
realizacdo do trabalho. A autorizagdo foi concedida a partir de um requerimento
encaminhado a comunidade indigena Tapirapé, que foi entregue em maos ao Cacique
José Pio Tapirapé, que apos uma reunido feita com os demais membros representantes
da aldeia, deu o parecer legal, assinando o documento em duas vias. Uma copia foi
encaminhada a Fundagdo Nacional do indio (FUNAI) para que a mesma tivesse

conhecimento da realizagdo deste trabalho na aldeia Tapi’itAwa.

3.3 Substratos utilizados
Para a preparagdo do cauim, foram utilizados a mandioca, o arroz (sem
casca), a batata-doce e o agucar. Esses componentes foram adicionados sem utilizagao

de medidas. Raizes de mandioca (Manihot esculenta), cultivada pelos indios Tapirapé,
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foram processadas por meio de pubagem e utilizadas como substrato para produgdo de

cauim.

3.4 Preparo da bebida

A bebida foi produzida a partir da mistura dos substratos de arroz e
mandioca. Durante a preparacdo, o arroz foi umedecido por 10 a 15 minutos,
triturado em pildo até obter a farinha de arroz. A mandioca passou por um
processamento de fermentagdo conhecido como pubagem. Foi deixada de molho
em agua corrente (ou parada) por trés a quatro dias. A casca foi removida e posta
ao sol para secar e, depois de seca, foi triturada em pildo. Inicialmente,
adicionou-se a farinha de arroz no recipiente com agua em aquecimento,
iniciando o cozimento. A farinha de mandioca foi adicionada logo apds a sua
obtencdo. Durante o cozimento, os substratos foram misturados com pa de
madeira para propiciar cozimento uniforme (Figura 2). Esta mistura foi retirada

do fogo ap6s o cozimento, resultando no cauim cozido.
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FIGURA 2. Cozimento da “farinha” de mandioca para produgdo da bebida
fermentada cauim.

3.5 Preparacio do cauim nio fermentado

A bebida foi preparada de maneira bem rustica. O cozimento foi feito
em fogdo improvisado denominado ‘trempe’. Os substratos foram adicionados
em agua pré-aquecida e, durante o cozimento, mexeu-se com colher de madeira,

permitindo o cozimento homogéneo dos substratos.

3.6 Fermentacao do “cauim” cozido

Quando frio, adicionou-se o fermento (batata-doce) ao cauim cozido.
Esse fermento foi obtido por meio da mastigagdo da batata-doce por uma india
(Figura 3). Em seguida, o fermento (mistura da mastigacdo) foi adicionado ao
recipiente de preparacdo da bebida. Apos a adigdo do fermento, a mistura

(fermento com substrato) foi fermentada por 24 horas a temperatura ambiente,
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FIGURA 3. Processo de inoculacdo da bebida fermentada cauim. Mastigagdo da
batata doce para servir de inoculo.

obtendo-se o produto pronto para o consumo, chamado de cauim fermentado.

3.7 Coleta das amostras

Para cada amostra foram coletados 20mL do substrato cozido, que foi
adicionado a um frasco contendo 150mL de H,O peptonada (1% de peptona e
5% de NaCl), e 30ml de glicerol a 40% (autoclavados a 121°C/15 min). As
coletas foram feitas em intervalos de 12 horas, a partir da adi¢cdo do fermento.

Foram feitas seis coletas, denominadas: SF — sem fermentagao; TO — 0
hora apés a adi¢ao do fermento, T12 — 12 horas ap6s a adi¢do do fermento, T24
— 24 horas ap06s a adigdo do fermento, T36 — 36 horas ap6s a adi¢ao do fermento,
e T48 — 48 horas apds a adicdo do fermento. De cada tempo foram coletadas

duas amostras, denominadas de “A” e “B”.
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3.8 Armazenamento e transporte das amostras
Apods coleta, os frascos contendo as amostras foram lacrados,
congelados e acondicionados em freezer (-20°C). Depois, foram transferidas
para caixa de isopor contendo gelo seco e gelo imido para serem transportadas.
As amostras foram mantidas congeladas até a reativagdo e plaqueamento

das mesmas, num periodo ndo superior a 15 dias.

3.9 Reativacio e diluicio dos microrganismos

A reativagdo foi feita em meio caldo nutriente (CN) estéril. Para isso,
cada amostra de substrato foi transferida para erlenmeyer contendo 90mL do
meio. Cada erlenmeyer foi inoculado com 10ml do substrato descongelado e
incubado em camara BOD, a 28°C, por 24 horas. A partir da cultura pura

reativada, foram preparadas dilui¢des decimais.

3.10 Plaqueamento em meios de cultivo

Para a determinagdo da contagem total de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos foi utilizada uma aliquota de 100 puL de cada dilui¢do em duplicata
que, em seguida, foi espalhada com Alga de Drigalsky, utilizando-se a técnica de
plaqueamento por superficie.

Para o isolamento dos microrganismos, foi utilizado meio yeast extract
peptone glucose (YEPG) pH 3,5 (em g. L™": extrato de levedura 10,0; peptona
10,0; agar 13,0; glicose 20,0) para crescimento de leveduras, de man rogosa
sharpe (MRS) pH 6,0 (em g. L™': peptona bacteriologica 10,0; extrato de carne
8,0; extrato de levedura 4,0; glicose 20,0; monooleato de sorbitano (Tween 80)
1,0; K,HPO,, 2,0; acetato de sodio 3,0; citrato de amonia 2,0; sulfato de
magnésio 0,01; sulfato de manganés 0,036) para crescimento de bactérias e
batata dextrose dgar (BDA) pH 6,0 (em g. L™ batata 250; glicose 20,0; agar

15,0) para crescimento de fungos filamentosos.
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Foram feitas dilui¢des seriadas de base 10 para o plaqueamento nos
referidos meios de cultivo com as seguintes diluigdes: 10°, 10* e 10°, para o
meio (YEPG pH = 3,5); 10°, 107 e 10%, para o meio MRS; 10%, 10° ¢ 10°, para o
meio BDA. As diluigdes e plaqueamentos foram feitos em cadmara de fluxo

laminar e as placas encubadas em BOD a 28°C durante 48 horas.

3.11 Determinacio dos aguicares soluveis totais (AST)

Os agucares soluveis totais foram extraidos com alcool etilico a 70% e
determinados, por leitura em espectrofotometro a 620nm, pelo método de
Antrona (Dische, 1962). Os resultados foram expressos em % de glicose na

bebida.

3.12 Determinagéo da proteina bruta (PB)

Foi calculada em funcdo da concentragdo de nitrogénio total pelo
método Kjeldahl, o qual baseia-se na transformacdo do nitrogénio da amostra
analisada em sulfato de amonio através da digestdo com 4cido p.a. e posterior
destilagdo com liberacdo de amoénia, que € fixada em solucdo acida e titulada

(Brasil, 2003).

3.13 Determinaciao do amido

O amido foi extraido quimicamente e doseado espectrofometricamente
segundo o método quimico Somogy—Nelson (1944). A determinacao foi feita a
620 nm e os resultados expressos em g de glucose por 100g da bebida

fermentada indigena “cauim”.
3.14 Determinacgao do pH

O pH foi determinado no filtrado, utilizando-se potencidémetro Micronal

modelo B474, segundo técnica estabelecida pela AOAC (1992).
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3.15 Determinacao da acidez total titulavel (ATT) e °Brix

A acidez titulavel foi determinada por titulometria com solucdo de
NaOH 0,01 N, utilizando como indicador a fenolftaleina, sendo o resultado
expresso em graus Dornic (°D) ou porcentagem de compostos com carater
acido, como acido latico (Pereira et al., 2001).

O teor de solidos soluveis totais foi determinado no filtrado por
refratometria, conforme normas da AOAC (1992), utilizando-se refratometro
digital ATAGO PR-1000, com compensacdo de temperatura automatica e

resultados expressos em °Brix.

3.16 Contagem e classificacio morfologica das colonias

Apo6s o periodo de incubacdo, as coldnias crescidas nas placas foram
classificadas de acordo com as caracteristicas e estruturas morfologicas,
buscando caracterizar os diferentes morfotipos crescidos nos meios de cultivo.
Tais caracteristicas incluiram: cor da colonia, tamanho, tipo de borda (lisa,
irregular, aracnoide), estrutura (lisa, rugosa, cdncava, convexa, achatada), com
ou sem anel e demais caracteristicas que se julgassem necessarias para a
diferencia¢do dos morfotipos isolados.

Foi realizada contagem total dos morfotipos encontrados, identificando

o tipo de meio cultivado, a amostra, a dilui¢do e a duplicata.

3.17 Isolamento dos morfotipos

A partir da contagem total, foi escolhida, para morfologia de colonia,
uma placa de cada meio e diluigdo, cuja contagem se encontrasse entre 30 e 300
colonias. O niimero de isolados que foram selecionados para identificacdo foi
determinado pelo calculo da raiz quadrada do ntimero total de isolados, contados
conforme mencionado no Bacteriological Manual for Foods (FDA, 1972).

Foram isoladas uma ou duas coldnias de cada morfotipo em placa.
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3.18 Purificacao das colonias isoladas

Os isolados foram purificados por meio de sucessivas repicagens e as
leveduras separadas de bactérias por meio de exame microscopico. Para
certificagdo da pureza das bactérias, foram realizados testes pela técnica de
coloracao diferencial de Gram, descrita em Madigan et al. (2004) e Pelczar et al.
(1996).

Todos os isolados bacterianos e leveduriformes foram transferidos para
criotubos contendo YEPG (pH 6,0) liquido e acrescido de glicerol, em

concentragdo final de 20%, e congelados a —80°C.

3.19 Identificacao das espécies microbianas
3.19.1 Identificacao de bactérias

Os isolados bacterianos foram repicados para placa com meio YEPG e
incubados a 28°C, por 24 horas. A partir desse tempo, os isolados foram
submetidos a testes de coloragdo de Gram ¢ catalase. Pode-se, assim, subdividir
os isolados em grupos (gram-positivos e gram-negativos), para a realizacdo de

testes especificos para a identificacdo das espécies.

3.19.1.1 Identificacdo de bactérias gram-negativas

Estes isolados foram identificados utilizando kits do sistema bac-tray I,
II e III (Difco). Inicialmente, realizou-se o teste para detectar a presenga ou
auséncia da enzima oxidase (cloridrato de N, N, N, N-tetrametil-p-
fenilonodiamina 1g; 100mL de H,O).

Os isolados gram e catalase negativos foram inoculados no sistema bac-
tray I e Il e os gram-negativos e oxidase positivos nos kits do sistema bac-tray
III. Cada kit bac-tray consiste de dez diferentes substratos contidos em um
suporte de poliestireno descartavel. As provas do sistema bac-tray I consistem de

hidrolise da B galactosidase, deidrolagdo da arginina, descarboxila¢do da lisina,
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descarboxilagdo da ornitina, producao de H,S, presenga de urease, producgio de
acetoina (VP), desaminacdo da fenilalanina, producdo de indol e utilizagdo de
citrato. As reagdes do sistema bac-tray II foram: utilizacdo do malonato,
utilizacdo de ramnose, adonitol, arabinose, inositol e sorbitol, sacarose, manitol
e rafinose com produgao de acido.

Reagoes de tolerancia a cetrimida, utilizacdo de acetamida, elevagao do
pH por malonato citrato, utilizacdo de maltose, hidrolise da esculina, controle de
intensidade de cor para o teste de arginina, deidrolacdo da arginina, hidrolise da
uréia e metabolizacdo do triptofano resultando em indol, estdo presentes no
sistema bac-tray III.

Para a inoculagdo nas galerias do suporte, foi realizada uma suspensao
da cultura bacteriana com 24 horas de incubacdo, em 3 mL de agua destilada
estéril, tomando-se o cuidado para ndo inocular muito material e evitar a
turvagdo do meio. As galerias do bac-tray foram incubadas, por 18 a 24 horas, a
uma temperatura de 28°C. A identificacdo das espécies foi determinada pela
soma dos resultados positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO).
Obtendo-se o codigo, determinou-se a espécie por meio da andlise de um

software ou catalogo.

3.19.1.2 Identificacdo de bactérias gram-positivas

Os isolados de bactérias gram-positivas foram submetidos a tratamento
térmico (80°C/10 min. ou fervura por 1 min.) para induzir a esporulagdo,
seguido da confec¢do de laminas e de exame microscOpico para certificar da
auséncia ou presencga de esporos nos mesmos.

A partir dos resultados dos testes de coloragdo de Gram, motilidade,
catalase, oxidase e producdo de acido e gas a partir da glicose, os isolados foram
separados em grupos que foram submetidos a provas bioquimicas estabelecidas

para cada grupo que foram utilizadas para identificar os isolados quanto ao
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género e espécie. O esquema da figura 4 mostra um agrupamento utilizado para

identificagdo das cepas isoladas.
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Isolado

Bactérias

Fungos

Grupo 9: Leveduras

Reagdo de Gram + ¢ Fungos
Filamentosos
Grupo 1: Gram negativo
Catalase
+
Bastonetes Cocos
Motilidade Motilidade -
+ I - .
Grupo 2: Bacillus Grupo 3: Corinebacterium Grupo 4:
Staphylococcus
Micrococcus
Gas de Glicose
- +
Bastonetes Cocos Bastonetes Cocos
Motilidade - Motilidade - Motilidade - Motilidade -
Grupo 5: Grupo 6: Grupo 7: Grupo 8:
Lactobacillus Streptococcus Lactobacillus Leuconostoc
homo e hetero- Pediococcus heterofermentativos
fermentativos Enterococcus
Lactococcus

FIGURA 4 Esquema de agrupamento ¢ classificacdo dos microrganismos,

adaptado da Tese de Doutorado de Ivana Aparecida da Silveira,
UFLA (2001).
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Grupo 1 Bacilos gram-negativos
Ap6s classificacdo preliminar (oxidase e reagdo em TSI e LIA), culturas
de 24 horas foram inoculadas em galerias dos sistemas API 20E e 20NE (Bio

Meérieux), para identificagao.

Grupo 2 Bacilos gram-positivos, catalase positiva e motilidade positiva
Foram identificados segundo tabelas e chaves diferenciais propostas por
Slepecky e Hemphill (1991). As principais provas diferenciais utilizadas foram
motilidade a 37°C, redugdo do nitrato, O-F glicose, indol, liquefacdo de gelatina
a 22°C, citrato de Simmons, Voges-Proskaues (VP), uréia, fenilalanina
desaminase, fermentacdo de fontes de carbono (glicose, manitol, arabinose e
xilose), crescimento em NaCl 7,5% e hidrolise de amido. Também foi verificada
a presenca com formacdo de esporos por meio da técnica de coloracao de
esporos (Ribeiro e Soares, 1993). A confirmagao da identificacdo foi feita por
meio do sistema API 50CH e provas complementares do API 20NE (Bio

Mérieux)

Grupo 3 Bastonetes curtos (cocobacilos) gram-positivos, catalase positiva,
motilidade negativa

Apoés verificagdo da auséncia de esporos, foram realizados testes
propostos por Macfaddin (1980), seguidos de confirmagdo de identificacao por
meio do sistema API Coryne (Bio Mérieux). Os testes realizados foram: redugdo
do nitrato, producdo de enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil arilamidase,
fosfatase alcalina, beta-glucoronidase), esculina, uréase, hidrolise de gelatina,
fermentacdo de fontes de carbono (glicose, ribose, xilose, manitol, maltose,

lactose, sacarose) e catalase.
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Grupo 4 Cocos gram-positivos, catalase positiva e motilidade negativa

Para a identificagdo dos microrganismos, foram realizadas as seguintes
provas: oxidase, redu¢do do nitrato, motilidade, O-F glicose, crescimento em
NaCl 5%, 10% e 15%, fermentacdo de glicose em aerobiose e anaerobiose,
fermentacdo de manitol em aerobiose e anaerobiose, coagulase (em tubo),
liquefacdo de gelatina a 22°C, arginina deidrolase, H,S, Voges-Proskaer (VP) e
DNAse.

Grupo 5 Bacilos gram-positivos, catalase negativa, motilidade negativa e
sem producio de gas a partir da glicose

Os microrganismos desse grupo foram agrupados de acordo com
caracteristicas  fisiologicas (homofermentativos ou heterofermentativos
facultativos), segundo tabelas e chaves diferenciais propostas por Hammes,
Weiss e Holzapfel (1991). As principais provas utilizadas foram: crescimento a
15°C, producao de NHj a partir da arginina, fermentacdo de fontes de carbono
(amigdalina, celobiose, galactose, lactose, maltose, manitol, manose, melibiose,
rafinose, salicina, sacarose, trealose, arabionose, esculina, melezitose, ribose,
sorbitol e xilose). Uma vez agrupados, a identificagdo desses microrganismos foi

realizada por meio do sistema API 5S0CHL (Bio Mérieux).

Grupo 6 Cocos gram-positivos, catalase negativa e motilidade negativa, sem
producio de gas a partir da glicose

Esses microrganismos foram classificados, agrupados e identificados de
acordo com o género, de acordo com tabelas e chaves citadas por Holt et al.
(1994). Os principais testes foram: crescimento a 10°C e 45°C, crescimento em
pH 9,5, crescimento em NaCl 6,5%, crescimento em bile 40°C, crescimento em
agar KF e SF, verificacdo de hemolise em agar sangue a 5%. Fermentacdo de

fontes de carbono (lactose, sacarose, manitol, sorbitol e arabinose), liquefagao de
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gelatina a 22°C, arginina deidrolase e redugdo de nitrato. A identificacdo foi

confirmada, incluindo espécies por meio do sistema API STREP (Bio Mérieux).

Grupo 7 Bacilos gram-positivos, catalase negativa e motilidade negativa,
com produciio de gas a partir da glicose

Esses microrganismos foram agrupados de acordo com as caracteristicas
fisiologicas (heterofermentativos obrigatdrios), segundo tabelas e chaves
diferenciais proposta por Hammes, Weiss e Holzapfel (1991). As principais
provas utilizadas foram: crescimento a 15°C, producdo de NH; a partir da
arginina, fermentagdo de fontes de carbono (arabinose, celobiose, esculina,
galactose, maltose, manose, melezitose, melibiose, rafinose, ribose, sacarose,
trealose e xilose). Uma vez agrupados, a identificacdo dos microrganismos por

meio do sistema API 50CHL (Bio Mérieux).

Grupo 8 Cocos ou (cocobacilos) gram-positivos, catalase negativa e
motilidade negativa, com producao de gas a partir da glicose

Esses microrganismos foram classificados ¢ agrupados de acordo com
tabelas e chaves citadas por Holt et al. (1994). Os principais testes foram:
producdo de acido a partir das fontes de carbono (arabinose, frutose, maltose,
melibiose, salicina, sacarose e trealose), crescimento em pH 4,8, crescimento
com 10% de etanol, crescimento a 37°C, hidrélise de arginina, indol e produgao
de acido e gas a partir da glicose. Uma vez agrupados esses microrganismos, foi
realizada a confirmacdo da identificagdo por meio do sistema API SOCHL (Bio
Mérieux).

A interpretag@o dos resultados das provas bioquimica para identificagdo
dos isolados seguiu instru¢cdes de Macfaddin (Williams & Wilkins, 1980),
“Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (Holt et al., 1994) e “The
Prokaryotes” (Hammes, Weiss e Holzapfel 1991),
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3.20 Identificacdo de fungos leveduriformes

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

As colonias de leveduras foram repicadas em meio YW (Yeast’s
Wickerham),(em g.L'l; extrato de levedura, 3,0; extrato de malte, 3,0; peptona
universal, 5,0; glicose, 10,0), pH 3,5 acrescido com os antibidticos ampicilina e
gentacimicina, na concentracdo de 100 pg/mL, incubadas a 28° C, durante 24
horas, sendo transferidas para tubos “eppendorf” com agua destilada estéril para
esgotamento das reservas energéticas das células leveduriformes.

Apds 24 horas, estas suspensdes foram transferidas para uma placa de
marmore estéril com 21 perfuracdes. Como em um sistema de “carimbo”, as
colonias foram inoculadas em placas contendo os meios para testes de
assimilagdo de carbono (glicose, galactose, sacarose, maltose, celobiose,
trealose, lactose, melibiose, rafinose, melicitose, sorbose, inulina, amido soluvel
xilose, L e D arabinose, D-ribose, L-ramnose, glicerol, eritritol, ribitol,
galactitol, manitol, glucitol, salicina, L-K-d-glucanal, succinato de sodio, citrato
de sddio, inositol, metanol, etanol e acido quimico) e nitrogénio (nitrato e nitrito
de sodio, lisina, etilamina e glucosamina), resisténcia a cicloheximida (0,01% e
0,1%), crescimento em meio sem vitamina e teste de osmolaridade (50% ¢ 60%
de glicose, ¢ 10% e 16% de NaCl). Testes de fermentagdo em meio liquido
contendo D-glicose, sacarose, maltose, D-galactose, melibiose, melicitose,
celobiose, refinose, D-xilose e metil a-D-glucosideo e crescimento a 30°C, 35°C,
37°C, 40°C e 42°C, em tubos de ensaio, também foram realizados (Kurtzman &
Fell, 1998; Barnet et al, 2000).

As placas contendo meio de cultura para os testes de assimilagdo, apos
serem inoculadas, foram incubadas a temperatura de 28°C e a leitura dos
resultados foi realizada em intervalos de 7 a 21 dias. Os resultados foram

analisados comparando-se o crescimento das colonias com o controle positivo e
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negativo. Valores numéricos foram atribuidos ao crescimento microbiano, sendo
0 colonia igual ao controle negativo; 1 colonia igual ao controle positivo; 2
colonias apresentando o dobro do tamanho da col6nia no controle positivo e 3 o
triplo ou maior que o tamanho da colénia comparado ao controle positivo.

As leituras dos testes de fermentacdo de carboidratos em meio liquido e
crescimento a diferentes temperaturas foram realizadas apds 24, 48 e 72 horas e
apés 7, 14 e 21 dias de incubagdo. Os dados obtidos da fermentagdo de
carboidratos foram referentes a producdo de acido e a quantificagdo da producéo

de CO; (pelo deslocamento do meio liquido nos tubos de Duhran).

3.21 Anilises cromatograficas para carboidratos (sacarose, glicose, frutose e
maltose) e acidos orgénicos (latico e acético)

Para a realizacdo das analises cromatograficas, as amostras foram
transferidas do freezer (-20°C) para refrigerador (10°C), onde permaneceram por
aproximadamente 12horas. Em seguida, foram deixadas a temperatura ambiente
por aproximadamente 4horas, antes de serem analisadas. Apds estabilizacdo da
temperatura, 25uL. das amostras foram diluidas 20 vezes em agua ultra pura
(somente para maltose) filtrada em membrana ultrafiltrante (nitrato-celulose) de
porosidade 0,20pm, marca Sartorius. Foram injetados 20uL da amostra para a
corrida cromatografica, injetados manualmente.

Os valores foram determinados utilizando-se metodologia de acordo
com as técnicas modificada por Schwan et al. (2001) e Shimadzu (1998). Foi
utilizado cromatdgrafo de fase liquida Shimadzu, modelo LC-10Ai (Shimadzu
Corp., Japao), equipado com detectores de indice de refracdo, modelo RID-10A,
e de ultravioleta, modelo SPD-10Ai. Para a determinacdo dos agucares foi
utilizada uma coluna de poliamina, modelo Shim-pack CLC NH;-(M), 4.6mm
ID x 150 (Shimadzu). A coluna utilizada para determinag@o dos &cidos foi Shim-

pack SCR 101 H (7,9mm de didmetro x 30 cm).
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Para a determinagdo de carboidratos, a coluna operou a 30°C, tendo
como fase movel acetonitrila a 75%, a um fluxo de 0,8 mL/min. Para a
determinacdo de acidos organicos, a coluna operou entre 40°C e 41°C, a fase
movel foi de 1% de acido orto-fosforico, a um fluxo de 0,6 mL/min., utilizando
o detector de ultra violeta com comprimento de onda de 210 nm.

A quantificagdo foi feita a partir de comparacdo com curvas de
calibragdo, determinadas utilizando-se padrdes certificados da marca Supelco,

exceto acido acético glacial, que foi utilizado da marca Merck.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Classificacio morfolégica

Foram observados crescimentos vigorosos de colonias nos meios MRS
pH 6,0 e YEPG pH 3,5. Entretanto, ndo ocorreu crescimento de fungos
filamentosos no meio BDA pH 6,0. Os resultados das populac¢des de bactérias e
leveduras das diferentes amostras nos variados tempos de coleta durante a
elaboracdo de cauim fermentado encontram-se na Tabela 3.

Foi observado aumento na populagdo microbiana durante o processo
fermentativo, a partir da amostra SF (sem fermentagdo) plaqueada em meio de
cultivo solido (YEPG pH 3,5) e (MRS pH 6,0). Observando o crescimento em
meio YEPG (pH 3,5), que apresentou populagdo microbiana de 3,2 x 10*
UFC/mL. No decorrer do processo fermentativo, ocorreu aumento consideravel
da populagio microbiana, atingindo, no final (T48), a populagdo de 6,9 x 10’
UFC/mL (Tabela 3).

TABELA 3 Contagem microbiana nos meios de cultura YEPG pH 3,5 ¢ MRS
de amostras coletadas em diferentes periodos, durante a preparagado
da bebida fermentada indigena “cauim”.

Meio YEPG pH 3,5 Meio MRS

Tempo (horas) UFC/ml Tempo (horas) UFC/ml
SF! 3,2x 10* SE" 7,9 x 10°

T0 7,5x 10° TO 2,2x 10"
T12¥ 6,1 x 10* T12 1,2x 10"
T24" 2,4x10° T24 1,2x 10"
T36” 1,2x 107 T36 2,5x 10"
T48% 6,9 x 10’ T48 1,5x 10"

1 — Sem Fermentagdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas; 36 horas; 48 horas apés o inicio da fermentagdo.
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Ao comparar os dois meios de cultivos utilizados no isolamento dos
microrganismos, verificou-se diferenca entre a populagdo microbiana do meio
MRS em relag@o ao meio YEPG pH 3,5. Na amostra SF em meio MRS pH 6,0, a
populagdo microbiana encontrada foi de 7,9 x 10° UFC/mL, sendo superior a da
amostra SF em meio YEPG pH 3,5. Porém, esta populagdo, em meio MRS pH
6,0, apresentou oscilagdes quanto ao crescimento microbiano. Inicialmente ha
aumento populacional a partir da amostra SF até a da T12 (Tabela 3), seguido
pela diminuigdo na amostra T24 e aumentando mais que o dobro da populacio
na amostra T36, apresentando o mais alto indice populacional de 2,5 x 10"
UFC/mL, voltando a cair novamente em T48 (Tabela 3). Diferentemente, nas
amostras cultivadas em meio YEPG pH 3,5, havendo uma diminui¢do da
populacao logo a partir de TO (Tabela 3), desse ponto em diante, a populacao
tendeu a aumentar constantemente até a amostra T48, apresentando populagdo
microbiana final de 6,9 x 10’ UFC/mL.

Houve também variagdo consideravel no niimero de microrganismos no
meio YEPG pH 3,5 entre a amostras T12 ¢ T24, em que o primeiro apresentou
populagdo de 6,1 x 10* UFC/mL enquanto que, apds 12 horas, a populagio foi
de 2,4 x 10° UFC/mL. Esse aumento mostrou que ha multiplicagio das leveduras

no ambiente de fermentacgao.

4.2 Analises fisico-quimicas
4.2.1 pH

Os valores de pH variaram de 3,8 a 4,9 (Figura 4) nas amostras
coletadas apds a adicdo do fermento. No Tempo TO (inicio da fermentacdo), os
valores observados foram préximos da amostra SF (sem fermentagdo), embora
seja alto o valor apresentado (4,9). Desse periodo em diante, os valores de pH
das amostras coletadas tenderam a diminuir, ou seja, aumentaram os valores da

acidez, baixando os valores do pH (Figura 5).
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FIGURA 5 Valores de pH em amostras coletadas em diferentes periodos durante
preparagdo da bebida fermentada indigena “cauim” obtidos por meio de
analise fisico-quimica. 1 — sem fermentagdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas;
36 horas; 48 horas ap6s o inicio da fermentagao.

O processo de obtengdo do fermento envolveu a mastigagdo da batata-
doce crua que, juntamente com os componentes da saliva, foram adicionados ao
recipiente de preparagdo contendo os substratos para fermentagdo. A adicdo do
fermento promoveu aumento no valor de pH, o que pode ser constatado quando
se comparam os valores observados em TO e SF (Figura 5).

Na literatura, os valores de pH encontrados para alimentos e bebidas
fermentadas foram bem proximos dos observados nesse trabalho. Trabalhando com
polvilho azedo, Silveira (2001) encontrou valores para pH variando de 6,59 e 3,69;
constatou-se também decréscimo nos valores de pH com o decorrer do processo.

Plata Oviedo (1998), em levantamento de pH em amostras de polvilho
azedo comercial, verificou valores médios de pH de 3,81. Em outro trabalho,
Pereira (2001) verificou, para fécula de mandioca, valores médios de pH de 4,69

e polvilho azedo de 4,18.
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Além desses trabalhos, na literatura tem sido observado que o emprego
de bactérias acido-latica na fermentacdo de alimentos e bebidas amilaceas,
normalmente, vem promovendo a redugdo nos valores de pH em niveis
proximos a 3,0, caracterizando assim o processo de fermentagdo (Cereda, 1987;

Cardenas e Bukle, 1980; Silveira, 2001).

4.2.2 °Brix

A Figura 6 mostra os valores observados na determinacdo do °Brix. Os
valores variaram de 5,925, na amostra T36 a 7,825, na amostra T12. Em geral,
observou-se ligeira tendéncia em aumentar estes valores até a amostra T12, que
passou a diminuir até a amostra T36, aumentando novamente a partir da amostra
T36 até a amostra T48.

Estes valores mostraram que houve dois pontos durante o processo de
fermentacdo em que ocorreu a liberacdo de aglicares, possivelmente em
decorréncia da degrada¢do do amido. Segundo Rivera (1997), o conteudo de
amilose diminui nos primeiros dias da fermentacdo, devido ao ataque de enzimas
amiloliticas. Posteriormente, o granulo de amido sofre novos rearranjos,
seguidos por possiveis agdes da enzima amilopectina, promovendo o aumento
no teor de amilose. Isso pode ser uma possivel explicagdo para os dois maiores

valores observados para o °Brix neste trabalho.
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FIGURA 6 Valores de °Brix em amostras coletadas em diferentes periodos, durante
preparacdo da bebida fermentada indigena “cauim”, obtidos por meio de
analise fisico-quimica. 1 — sem fermentacgdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas;
36 horas; 48 horas apos o inicio da fermentagao.

4.2.3 Proteina bruta, amido, acticares totais, glicose e sacarose
4.2.3.1 Proteina Bruta

Para os tratamentos avaliados (sem fermentagdo; TO; T12; T24; T36 e T48),
ndo foram observadas diferencgas significativas, mostrando que aparentemente, houve
alteracdes nos valores de proteinas amostrados antes e apos o processo de
fermentacao.

Em geral, os valores para proteina bruta variaram de 3,2% no tratamento
T12 (12 horas) a 3,5% TO (0 hora) (Figura 7), apresentando média geral de
3,3%. Esses valores sdo considerados baixos quando comparados com outras
fontes de proteinas de origem vegetal, como, por exemplo, a soja que possui
40% de proteina bruta (Sediyama et al., 1999).

Segundo Cereda et al. (2001), a quantidade de proteina bruta
apresentada em fécula de mandioca é de 0,26%, que ¢ um produto de

fermentacdo amildcea. Isso mostra que, realmente, os produtos fermentados a
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partir de substratos ricos em amido, tendem a apresentarem altos teores de
amido, como ¢ o caso da fécula, que apresenta 96,88% de amido e 17,78% de
amilose (Cereda et al., 2001). Sd3o, portanto, alimentos ricos em energia e
altamente caloricos, porém, pobres em proteinas.

Mesmo com a adigdo do fermento, ndo houve aumento significativo na
quantidade de proteina bruta nas amostras coletadas (Figura 7). No entanto, houve
ligeiro aumento apds a adi¢do do fermento, o que pode ter contribuido para o aumento
do teor de proteina bruta apds esse periodo. Tem sido observado que ndo ha
incremento no conteudo de proteina bruta em decorréncia do processo de fermentagao,
principalmente nas fermentagdes de origem amilacea.

Em estudo da determinagdo da composi¢do quimica de subprodutos da
mandioca, Cereda & Fioretto (1983) verificaram altas quantidades de amido
(69,76%). Para proteina, o valor encontrado foi de 1,51%. Valores baixos para

subprodutos da mandioca foram também encontrados por Melotti (1972).
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FIGURA 7 Teor de proteina bruta de amostras coletadas em diferentes periodos durante
preparacdo da bebida fermentada indigena “cauim”, obtido por meio de
analise fisico-quimica. 1 — sem fermentacdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas;
36 horas; 48 horas apo6s o inicio da fermentagao.
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Os microrganismos fermentativos normalmente obtém alguns ou todos
os seus aminoacidos a partir do ambiente de fermentagdo. Dependendo de suas
propriedades biossintéticas, os microorganismos podem ou ndo ser capazes de
converter os aminodcidos presentes nesses substratos em compostos protéicos
(Madigan et al., 2004). Bactérias acido-laticas normalmente predominam na
fermentacdo do amido; essas, por sua vez, ndo sdo capazes de sintetizar e
incrementar o conteido de proteina nesses produtos da fermentacdo. Soma-se a
isso o fato das fontes de amido utilizadas serem normalmente pobres em
proteinas, como, por exemplo, a mandioca que contém cerca de 1% a 2% de
proteina bruta (Oliveira et al., 2002).

Os resultados aqui obtidos concordam com os resultados de Cereda et al.
(2001) quanto ao teor de proteina bruta em subprodutos da fermentagdo acido-
latica. 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
carboidrato podem ser utilizados como fonte alternativa de substrato para o
desenvolvimento microbiano, em que o nitrogénio ndo protéico é transformado
em proteina microbiana. Das diversas vantagens, citam-se: curto tempo de
geracdo, rapido aumento da massa celular e alto contetido de proteina (Camargo,

1986).

4.2.3.2 Amido

Observaram-se diferencas significativas no conteido de amido nas amostras
nos diferentes periodos de avaliagdo. A média geral para o teor de amido das amostras
foi de 3,4%, variando de 1,65% (T48) a 11,8% (SF), durante o processo de preparagao

e fermentacgdo da bebida “cauim” (Figura 8).
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O grafico da figura 8 mostra o teor de amido nas diferentes amostras.
Pode-se observar que ndo houve grandes alteragdes nos teores de amido nas
amostras coletadas apds adi¢do do fermento. Por outro lado, quando comparados
com o periodo SF, percebe-se uma drastica redugdo nesse teor. Literaturas
referentes ao teor de amido em bebidas fermentadas indigenas ainda sdo
escassas. Porém, trabalhos com subprodutos da mandioca obtidos via
fermentacdo tém demonstrado que ocorre degradacdo do amido por amilases
produzidas pelos microrganismos presentes nos substratos (Ascheri, 1992;
Cereda, 1973; Demiate et al, 2000).

Varias alteragdes ocorrem no amido durante a fermentagdo, devido ao
desenvolvimento de uma gama de microrganismos (Cereda & Giaj-Levra,
1987). Durante o processo de obtengdo do ‘“cauim”, tém sido encontradas

bactérias acido-latica e leveduras (Almeida et al., 2004).
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FIGURA 8 Teor de amido em amostras coletadas em diferentes periodos durante a
preparacdo da bebida fermentada indigena “cauim”, obtido por meio de
analise fisico-quimica. 1 — sem fermentacdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas;
36 horas; 48 horas apo6s o inicio da fermentagao.
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4.2.3.3 Acucares totais, glicose e sacarose

Foram observadas diferencas significativas para agucares totais, glicose e
sacarose nas amostras nos diferentes periodos avaliados. A média geral para acucares
totais, glicose e sacarose foi de 3,6, 2,9 e 0,5, respectivamente. Em relagdo aos
acucares totais, o menor valor foi observado nas amostras SF. Em seguida, observou-
se acréscimo nas primeiras 12 horas, seguido por diminui¢do, tendendo a se estabilizar
apos 48 horas de fermentacdo (Figura 9). Comportamento semelhante foi observado
nos teores de glicose e sacarose (Figura 9).

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

Alteragdes nas propriedades fisico-quimicas em decorréncia da degradacdo
do amido foram relatadas por Nakamura et al. (1976), segundo esses autores, tais
alteragdes modificam o sabor ¢ o odor do produto. As leveduras podem estar
consumindo os acidos organicos, formando compostos aromaticos que, em conjunto
com os acidos organicos produzidos durante a fermentacdo, sdo responsaveis para
definir as caracteristicas acima citadas (Cereda, 1987). Esse talvez seja um dos
motivos da preferéncia pela bebida fermentada indigena “cauim” apds processo de

fermentacao.
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FIGURA 9 Teor de agucares totais, glicose e sacarose em amostras coletadas em
diferentes periodos durante a preparagdo da bebida fermentada indigena

“cauim”, obtido por meio de andlise fisico-quimica. 1 — sem
fermentagdo; 0 hora; 12 horas; 24 horas; 36 horas; 48 horas ap6s o inicio
da fermentacao.

Nao foram constatadas diferencas significativas entre as amostras das
repetigdes do experimento para o teor de frutose nas andlises feitas com CLAE, para
bebida fermentada indigena “cauim” (Figura 10). Porém, os valores observados
variaram de 24,9ug/mL, na amostra T48 a 68,6L1g/mL, na amostra SF (Figura 10).
Houve uma tendéncia dos teores de frutose nas amostras reduzirem com o tempo da
fermentagao, conforme se observa na Figura 10.

Conforme comentado anteriormente, as modificacdes ocorridas durante o processo de
fermentagdo, normalmente leva a producdo de agucares mais simples, entre eles a
frutose. Esses agucares sdo utilizados, durante o processo de fermentacao, como fonte
de energia pelos microrganismos. Esse processo, possivelmente, € o responsavel pelas
alteragdes no sabor e aroma dos produtos obtidos da fermentacdo (Nakamura et al.,

1976).
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FIGURA 10 Teores de sacarose, frutose, glicose ¢ maltose em amostras coletadas em
diferentes periodos durante a preparagdo da bebida fermentada indigena
“cauim”, obtido por meio de CLAE. 1 — sem fermentag@o; 2 - 0 hora de
fermentagdo; 3 - 12 horas de fermentacéo; 4 - 24 horas de fermentagao;
5 - 36 horas de fermentagdo; 6 - 48 horas de fermentagao.

Semelhante ao ocorrido nas analises fisico-quimicas, foram observadas
diferencas significativas para o teor de glicose nas diferentes amostras avaliadas por
meio de CLAE, na bebida fermentada indigena “cauim” (Figura 10). Para essa
caracteristica, a média geral observada para as amostras avaliadas foi de 145,2pug/mL.
Os valores observados variaram de 85,2g/mL, na amostra TO a 335,47ug/mL, na
amostra T12 (Figura 10).

Com exce¢do da amostra T12, em que houve um comportamento no sentido
de aumentar o teor de glicose, houve uma ligeira tendéncia dos teores desse aglicar em

reduzir com o tempo da fermentagdo, semelhante ao observado nas analises fisico-

quimicas (Figura 10). A reducéo no teor de actcares simples, em especial a glicose,
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estd de acordo com o observado na literatura para o processo de fermentacdo de
alimentos e bebidas (Silveira, 2001; Nakamura et al., 1986; Cereda e Silva, 1985).

Constataram-se diferengas significativas para o teor de sacarose nas amostras
da bebida fermentada indigena “cauim”. Os valores variaram de 6,0ug/mL, na
amostra TO a 27,0pg/mL, na amostra T48 (Figura 10). A média observada foi de
13,2pg/mL.

Diferentemente do observado para os aglicares frutose e glicose, que em geral
apresentaram tendéncia em reduzir seus teores com o decorrer do processo
fermentativo, houve uma tendéncia dos teores de sacarose em aumentar (Figura 10).
Esse comportamento, possivelmente, foi resultado da degradagdo ou conversio de
outros agucares, formando sacarose, que ¢ utilizada em periodos mais avancados da
fermentacao.

Houve diferencas significativas entre as amostras para teor de maltose, que,
em geral, apresentaram maiores valores absolutos em relagdo aos demais teores dos
acucares avaliados. Para essa caracteristica, a média geral foi de 268,5392 e com
valores observados variando de 195,0g/mL no TO a 425,0ug/mL no T36 (Figura 10).

Semelhante ao observado para sacarose houve um ligeiro aumento nos teores
de maltose no decorrer do processo de fermentagdo da bebida “cauim”, o que pode ser
resultado da degradacdo do amido ou da conversdo de outros aglicares mais simples

como a frutose € a sacarose.

4.2.3.4 Acido latico e acido acético

Houve diferencas significativas para os teores de acido latico nas amostras
analisadas. Com o decorrer do processo fermentativo, ou seja, o crescimento dos
microrganismos, observa-se um aumento no conteiido de acido latico, proporcionado
pelas bactérias do acido latico que se encontravam presentes em todas as amostras
analisadas (Figura 11). Para essa caracteristica, a média geral observada foi de
448,881g/mL, com os valores observados nas amostras variando de 336,09pg/mL, na
amostra SF a 736,07pug/mL, na amostra T48 (Figura 11).
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FIGURA 11 Teor de 4cido latico e acido acético em amostras coletadas em diferentes
periodos, durante a preparagdo da bebida fermentada indigena “cauim”,
obtidos por meio de CLAE. 1 — sem fermentagdo; 0 hora; 12 horas; 24
horas; 36 horas; 48 horas apds o inicio da fermentagao.

Houve diferengas significativas para os teores de acido latico nas
amostras analisadas. Com o decorrer do processo fermentativo, ou seja, o
crescimento dos microrganismos, observa-se um aumento no conteudo de acido
latico, proporcionado pelas bactérias do 4acido latico que se encontravam
presentes em todas as amostras analisadas (Figura 11). Para essa caracteristica, a
média geral observada foi de 448,88pg/mL, com os valores observados nas
amostras variando de 336,09g/mL, na amostra SF a 736,07lg/mL, na amostra
T48 (Figura 11).

De acordo com os resultados encontrados, tanto para acido latico como
para acido acético, pode-se inferir que os aglicares contidos no substrato em
fermentacdo estavam sendo transformados nesses acidos, o que vai definindo as

caracteristicas organolépticas desejaveis para a bebida.
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A produgdo desses acidos no meio de fermentacdo propicia o
enriquecimento da dieta desses povos por meio de uma diversidade de sabores,
texturas e aromas, provenientes das transformagdes desses acidos ou agucares
pelo préprio microrganismo ou por agdo de suas enzimas (Walker, 1988).

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).

Detectou-se também a presenca de acido latico em andlise fisico-
quimica de acidez total titulavel realizada com as amostras coletadas (Figura
12), confirmando os resultados encontrados acima descritos. Em ambas as
analises, o comportamento da producdo de acido, principalmente o latico,
durante o desenvolvimento do processo fermentativo, aumenta em volume, com
o tempo de fermentacdo, chegando a atingir seu maior nivel na amostra T48
(horas de fermentacdo). Para essa analise, os valores comegam a aumentar a
partir da amostra TO (hora de fermentacdo) até T48 (horas de fermentacdo).

Semelhante aos teores de acido latico, foram detectadas diferengas
significativas para os teores de acido acético nas amostras analisadas. Esses
valores tendem a aumentar de acordo com o periodo de fermentagdo e populagao
microbiana presente no substrato que estd sendo fermentado (Figura 11). Para
essa caracteristica, a média geral observada foi de 58,46pg/mL, com os valores
observados nas amostras variando de 33,38pyg/mL, na amostra SF a
86,06pg/mL, na amostra T48 (Figura 11). Porém, a quantidade de acido latico
presente na bebida foi superior & quantidade de acido acético, o que ja era
esperado, de acordo com a identificagdo dos microrganismos presentes, sendo a

grande maioria bactérias acidolaticas.
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FIGURA 12 Acidez total titulavel em amostras coletadas em diferentes periodos,
durante a preparacao da bebida fermentada indigena “cauim”, obtido
por meio de analise fisico-quimica. 1 — sem fermentago; 0 hora; 12
horas; 24 horas; 36 horas; 48 horas apds o inicio da fermentag@o.

4.4 Identificacio dos microrganismos

Alimentos e bebidas fermentadas, em especial aquelas obtidas a partir de
substratos ricos em amido, apresentam, durante seu processo fermentativo, elevado
numero de espécies de microrganismos que sdo os responsaveis pelas alteragdes
fisico-quimicas desses produtos. No caso de bebida fermentada indigena chamada
“cauim”, grande ntimero de microrganismos foi isolado.

De um total de 355 isolados, 317 foram identificados quanto ao género e
espécie (Tabela 4). Dos microrganismos crescidos nos meios de cultivo especifico
para isolamento, 88 morfotipos foram classificados. Do total de morfotipos, 51 foram
isolados como leveduras e 37 de bactérias.

Nos tempos avaliados (SF, TO, T12, T24, T36 e T48), foi observada a
presenca de bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras (Tabela 4).

Dessas amostras coletadas, a populagdo de bactérias gram-positivas foi

55



identificada em 215 (59,9%), as leveduras em 132 (37,8) e as bactérias gram-

negativas em 8 (2,3%) das amostras avaliadas (Tabela 4).
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TABELA 4 Espécies de bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras isolados nas amostras coletadas em diferentes
periodos, durante a preparagdo da bebida fermentada indigena “cauim”. 1 — sem fermentacao; 0 hora; 12 horas; 24
horas; 36 horas; 48 horas apds o inicio da fermentag@o.

TEMPO BACTERIAS LEVEDURAS
GRAM POSITIVAS GRAM NEGATIVAS
SF Corynebacterium xerosis (1) Candida sake (1)
Lactobacillus pentosus (17) Cryptococcus laurentii (1)
Lactobacillus plantarurm (1) Trichosporon asahii
Paenibacillus macerans (1) Lipomyces starkeyi (D
Bacillus stearothermophilus (1) Lipomyces tetrasporu
Bacillus anthracis (1) Candida blankii (1
Bacillus pumilis (1) Stephanoascus ciferrii

Zygosaccharomyces fermentati (1)
Pichia guilliermondii (1)
Bulleromyces albus (1)
Cryptococcus alQidus (1)

Candida peltata} (M

Candida blankii

... Continua ...
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TABELA 6, cont.

TO

Corynebacterium xerosis (1)
Lactobacillus pentosus (11)
Paenibacillus macerans (1)
Bacillus stearothermophilus (1)
Bacillus cereus 1 (1)
Brevibacillus brevis (1)
Bacillus pumilis (1)

Serratia plymuthica (1)

Cryptococcus laurentii (1)
Candida blankii N
Stephanoascus ciferrii
Zygosaccharomyces fermentati (1)
Bulleromyces albus (1)
Cryptococcus albidus (3)
Cryptococcus humicola (1)
Candida freyschussii (1)
Clavispora lusitaniae (1)
Cryptococcus laurentii |
Trichosporon asahii
Metschnikowia pulcherrima (1)
Pichia guilliermondii (1)
Debaryomyces hansenii (2)
Bulleromyces albus (2)
Candida tenuis (1)

... Continua ...
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TABELA 6, cont.

T12 Corynebacterium xerosis (2)
Lactobacillus pentosus (19)
Lactobacillus plantarum (3)
Paenibacillus macerans (2)
Bacillus anthracis (1)

Serratia plymuthica (1)

Candida sake (2)
Cryptococcus laurentii (1)
Zygosaccharomyces fermentati (1)
Bulleromyces albus (2)
Cryptococcus albidus (2)
Cryptococcus humicola (1)
Candida freyschussii (1)
Clavispora lusitaniae (2)
Cryptococcus laurentii (1)
Trichosporon asabhii
Metschnikowia pulcherrima (1)
Pichia guilliermondii (1)
Debaryomyces hansenii(1)
Sporobolomyces roseus (2)
Dekkera anomala (1)

... Continua ...
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TABELA 6, cont.

T24 Corynebacterium xerosis (1) Serratia plymuthica (1) Candida sake (2)
Corynebacterium striatuns (1) Zygosaccharomyces fermentati (1)
Corynebacterium vitarumen (1) Bulleromyces albus (1)
Lactobacillus pentosus (20) Cryptococcus albidus (1)
Lactobacillus planturm (3) Candida freyschussii (1)
Paenibacillus macerans (1) Clavispora lusitaniae (1)
Bacillus anthracis (1) Criptococcus laurentii 1)

Trichosporon asahii

Metschnikowia pulchefrima (1)

Pichia guilliermondii (1)

Debaryomyces hansenii (2)
T36 Corynebacterium xerosis (3) Serratia plymuthica (1) Candida sake (6)

Lactobacillus pentosus (29)
Lactobacillus plantarum (1)
Paenibacillus macerans (1)
Bacillus cereus 1 (1)
Bacilluslicheniformis (1)
Bacillus anthracis (1)

Zygosaccharomyces fermentati (1)
Bulleromyces albus (2)
Cryptococcus Albidus (2)
Metschnikowia pulcherrima (1)
Sporobolomyces roseus (2)
Clavispora lusitaniae (1)
Dekkera anomala (1)

Candida tenuis (1)
Debaryomyces hansenii(3)
Lipomyces starkeyi (1)

Pichia guilliermondii (4)
Trichosporonasahii (1)

... Continua ...
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TABELA 6, cont.

T48

Corynebacterium xerosis (7)
Corynebacterium florescens (1)
Corynebacterium vitarumen (1)
Lactobacillus pentosus (76)
Lactobacillus plantarum (6)
Paenibacillus macerans (1)
Bacillus circulans 1 (2)
Bacillus circulans 2 (1)
Bacillus cereus 1 (1)

Bacillus cereus 2 (2)

Bacillus licheniformis (1)
Bacillus anthracis (1)

Enterobacter cloacae (2)
Enterobacter agglomerans (1)
Pseudomonas maltophilia (1)

Candida sake (5)
Zygosaccharomyces fermentati (1)
Bulleromyces albus (3)
Candida freyschussii (1)
Clavispora lusitaniae (2)
Criptococcus laurentii (1)
Trichosporon asahii
Metschnikowia pulcherrima (3)
Pichia guilliermondii (6)
Debaryomyces hansenii(8)
Sporobolomyces roseus (2)
Dekkera anomala (2)

Candida tenuis (9)

Lipomyces starkeyi (1)
Trichosporon asahii (1)
Cryptococcus albidus (3)
Candida albicans (6)
Saccharomyces cerevisiae (2)




Entre as bactérias gram-positivas, as espécies Lactobacillus pentosus e
Lactobacillus plantarun foram as mais freqiientes, estando em todos os periodos de
avaliagdo em 161 (74,9%) e 11 (5,1%) das amostras avaliadas, respectivamente
(Tabela 4). Para as leveduras, ndo houve o predominio de uma espécie em especifico
em todos os periodos de avaliagdo. Em geral, as espécies Candida sake e D. hansenii
foram as mais freqiientes, representando 6,3% dos isolados (Tabela 4). As oito
espécies de bactérias gram-negativas identificadas pertencem a quatro espécies
distintas que foram isoladas das amostras (T0, T12, T24, T36 e T48). As espécies E.
cloacae, E. agglomerans e Ps. maltophilia s6 foram observadas nas amostras
avaliadas apos 48 horas de fermentagdo, enquanto que a espécie Ser. Plymuthica
esteve presente nas amostras em TO, T12, T24 e¢ T36 (Tabela 4). Nas amostras
retiradas antes da adi¢do do inoculo, ndo foi observada a presencga de bactérias gram-
negativas (Tabela 4).

Ducroq (1990) e Figueroa (1991), citados por Cereda et al. (2001), em estudo
realizado sobre a fermentagdo da fécula de mandioca na Colombia, confirmaram que a
microbiota é composta, em parte, por Lactobacillus, sendo estes os responsaveis pela
producdo de acidos que atacam os granulos de amido. Semelhantemente, os resultados
descritos nesse trabalho vém confirmar os resultados obtidos por esses autores,
havendo o predominio de Lactobacillus em todas as amostras coletadas, por ser o
“cauim” uma bebida fermentada a partir de substratos semelhantes (arroz e mandioca),
variando apenas no modo de preparacdo de ambas.

Por haver predominancia de bactérias produtoras de acido latico na bebida
fermentada “cauim” e, de acordo com trabalho realizado por Brabet et al. (1994), que
teve predominéncia semelhante em fécula de mandioca na Coldmbia, pode se dizer
que trata-se de uma fermentagdo homolatica, em que o principal produto ¢ o &cido
latico, que contribui com as caracteristicas organolépticas da bebida. Esses mesmos
autores concluiram que a selecdo de tipos especiais de bactérias laticas, como

inoculante do processo de produgdo de fécula, podera proporcionar melhorias na
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qualidade do produto final, trazendo beneficios nutricionais. O mesmo poderia ser
feito para melhorar a qualidade da bebida fermentada “cauim”, trazendo beneficios
aos Tapirapé e indigenas, de modo geral.

Segundo Cereda et al. (2001), no Brasil, os cultivos de raizes sempre foram
bastante populares e eram a base da subsisténcia dos indigenas. Esses mesmos autores
relatam, ainda, que esses indigenas buscavam conseguir uma melhor conservagio dos
alimentos, principalmente raizes, que sdo pereciveis, alimentos e bebidas de melhor
consisténcia, sabor e aroma. Entre essas tecnologias, destacava-se a da fermentagao,
pela qual obtinham-se alimentos e bebidas de milho e mandioca. Isso vem reforgar
ainda mais o nosso objetivo para a realizagdo deste trabalho, em busca de melhorar a
qualidade de inoculo para a produgdo de alimentos e bebidas fermentadas pelos indios
Tapirapé.

Muitos costumes e habitos alimentares indigenas fazem parte da vida de
muitos ribeirinhos ou comunidades que estabelecem um contato mais direto com
estes povos. Assim, conhecer a fonte do indculo, técnicas de preparo, recipientes
e o ambiente de preparagdo da bebida, como foi desenvolvido neste estudo, pode
levar a uma melhoria na produgdo de inoculo para divulgacdo da bebida e até
mesmo contribuir para um melhor aproveitamento de nossa producao agricola,
que se perde antes de ser beneficiada ou comercializada “in-natura”, como ¢ o
caso das frutiferas (Wagley, 1988; Museu do indio, 2005).

Devido ao grande aumento populacional no mundo, a alimentagdo se
torna cada vez mais escassa. Assim, aumenta a demanda de produtividade
agricola, mais florestas sdo destruidas para crescer a area agricultavel. Além das
técnicas de melhoramento genético que contribuem para uma melhor
produtividade, mesmo assim, ndo serd o suficiente para garantir alimento para
todos. Portanto, pesquisas como esta poderdo assegurar um melhor

aproveitamento, principalmente de polpa de frutos que sdo descartados durante
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as etapas de colheita, armazenamento, transporte e comercializagdo (Museu do
indio, 2005).

Em processos fermentativos naturais, normalmente se encontram associagdes
entre bactérias e leveduras e, as vezes, fungos (Gotcheva et al., 2000). Isto vem
confirmar os resultados obtidos na identificacdo dos microrganismos presentes em
bebida fermentada “cauim”, os quais estdo de acordo com o que foi descrito por esses
autores.

A predominancia de Lactobacillus encontrada nesse estudo foi também
detectada por Amoa-Awua et al., (1995), em estudo realizado com bebida
fermentada produzida na Africa (Abgelima). Embora a relagio entre as duas bebidas
nao seja tdo semelhante considerando-se os substratos utilizados, torna-se evidente
apresentarem resultados proximos, por ser bebida de fermentacao latica, preparadas de
forma rudimentar.

A fermentagdo, além de promover inimeras vantagens nutricionais, como
anteriormente descritas, promove a desintoxicagdo (Holzapfel, 1997). Para os indios
Tapirapé, nao foi observado nenhum cuidado quanto aos microrganismos invasores ou
contaminantes do processo de preparagdo da bebida, exceto o cozimento, mas, ndo o
fazem com esse propdsito. Caso a fermentagdo ndo promovesse essa desintoxicagao,
os usudrios poderiam desencadear uma séric de doencas provenientes da
contaminacdo ocorrida durante preparo de alimentos ou bebidas fermentadas. Ao
observando-se os resultados apresentados (Tabela 4), fica evidente essa inibicdo de
microrganismos contaminantes no decorrer do processo fermentativo, quando a
presenca de bactérias gram-negativas comeca a ser notada em maior quantidade, mais
para o final do processo (T 48 horas de fermentac@o). Portanto, a presenca de bactérias
gram-negativas identificadas ¢ contaminante do processo de preparacdo da bebida
cauim, por se apresentarem em menor quantidade e ndo estarem freqiientes em ambas

as amostras coletadas para estudo.

64



As bactérias gram-positivas identificadas sdo em maior parte (59,9%) e sdo
representadas, em sua maioria, pelo género Lactobacillus, que é responsavel por
desencadear uma gama de vantagens nutricionais que se encontram agregadas a
bebida. Esse grupo de bactérias € responsavel pelo abaixamento do pH dos substratos
a serem fermentados, impedindo o crescimento de microrganismos indesejaveis ou
contaminantes. Além disso, a producdo de acidos durante o desenvolvimento do
processo fermentativo € que vai definir o sabor e o aroma da bebida como produto
final de fermentagao.

Apesar dos avangos cientificos e tecnologicos alcangados, ainda ndo ha
informagdes disponiveis sobre a microbiota envolvida nos processos de fermentacao
de alimentos e bebidas produzidas por povos tradicionais ou indigenas, sendo,

portanto, um dos principais objetivos da realizagdo deste estudo.
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5 CONCLUSAO

A populagdo microbiana da bebida fermentada indigena “cauim” foi
composta, em maior parte, por bactérias gram-positivas (59,9%), seguida de
leveduras (37,8%), e bactérias gram-negativas com apenas (2,3%).

Houve predominio de bactérias pertencentes ao género Lactobacillus,
com o dominio da espécie Lactobacillus pentosus (77,3%) sobre as demais
bactérias identificadas. O género Serratia foi o mais encontrado entre as
bactérias gram-negativas.

Os géneros de leveduras mais freqiientes foram: Candida, Cryptococcus,
Lypomyces, Pichia e Trichosporon.

Foram observados acréscimos nas concentragdes de acucares, glicose,
sacarose ¢ maltose e decréscimo na concentracdao de frutose durante o processo
fermentativo. Maltose foi o a¢ticar encontrado em mais alta concentragao.

Foram encontrados 4acidos latico e acético durante o processo
fermentativo. Os valores de pH variaram de 3,8 a 4,9 nas amostras avaliadas. Os
valores de proteina bruta apresentaram média de 3,3% e de amido de 3,42% para

as amostras analisadas.
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