Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.4,N9%2, 2023
Ambiente

11 CONGRESSO BRASILEIRO DE

PBIOTECNOLOGIA

ON-LINE 2023

ISOLAMENTO E SELECAO DE LEVEDURAS DO MEL DO CACAU
GUSTAVO FERREIRA MACEDO; MARCIA LUCIANA CAZETTA
RESUMO

A bioprospecc¢ao microbiana ¢ de grande importancia, uma vez que novas espécies isoladas do
ambiente podem produzir, ou melhorar a producao, de substancias de interesse biotecnologico
e industrial. O isolamento microbiano pode ser realizado em diferentes ambientes e o cacau,
bem como seus subprodutos como a polpa e o “mel” do cacau, sdo uma fonte rica de
microrganismos. O mel do cacau constitui um liquido viscoso e adocicado extraido da
prensagem da polpa do cacau. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar leveduras do mel do
cacau com potencial biotecnoldgico para producdo de polissacarideos, pigmentos, cerveja
artesanal e outros produtos. Para isso, foram realizadas dilui¢des seriadas do mel do cacau até
10~ em solugdo salina (0,85% de NaCl) e cada dilui¢do foi plaqueada em meio Agar Saboraud
Dextrose. Apos o crescimento foram isoladas 12 leveduras, distribuidas em oito grupos de
acordo com suas caracteristicas morfologicas distintas como cor, textura e aparéncia,
predominando as leveduras de cor clara (branco a creme), com textura lisa e aparéncia opaca.
A maioria dos isolados cresceu em ampla faixa de temperatura, de 25 °C a 40 °C, sendo
classificados como mesofilicos, entretanto, alguns isolados apresentaram termotolerancia, com
crescimento a 45 °C. A presenca de isolados com caracteristicas mucilaginosas e cores de
amarelo a vermelho sugerem a producdo de exopolissacarideos e pigmentos.
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1. INTRODUCAO

Diante da importancia dos microrganismos na economia, ¢ crescente a busca no
ambiente por novas espécies que possam produzir ou melhorar a producao de substancias de
interesse biotecnologico e industrial, tendo em vista que muitos microrganismos possuem
caracteristicas singulares e podem ser empregados em processos de biorremediagao, produgao
de farmacos, biocombustiveis, alimentos, cosméticos, entre outros (MORALIS et al., 2014).

A bioprospec¢do microbiana pode ser realizada nos mais diferentes ambientes como
solo, 4gua, plantas e, até mesmo, insetos. A microbiota do cacau (Theobroma cocoa) vem sendo
bastante estudada devido a sua importancia nas caracteristicas organolépticas do chocolate, ja
tendo sido isoladas e identificadas diversas espécies de leveduras e bactérias no cacau e seus
subprodutos, que podem ter potencial para aplicagdes biotecnologicas (BORGES et al., 2014;
SERRA et al., 2019; LIMA et al., 2021).

A cultura de cacau no Brasil tornou-se prospera devido ao clima favoravel. Esse fruto ¢
nativo das florestas tropicais da regido Amazonica, sendo conhecido desde a época do Maias e
Incas. Em meados do século XVIII foi levado para o estado da Bahia onde prosperou devido
aos fatores ambientais propicios para o seu desenvolvimento como o clima, umidade e
temperatura, entre outros. De acordo com dados do SENAR (2018), a Bahia continua sendo a
principal regido produtora, com 62% da produgdo nacional, seguida pelos estados da Regido
Norte (34%) e os outros estados com os 4% restantes (CUENCA; NAZARIO, 2004; SANTOS
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et al., 2014; FIGUEROA- HERNANDEZ et al., 2019).

O cacau ¢ a principal matéria-prima de um dos produtos mais comercializados no
mundo, o chocolate. Mas além disso, esse fruto despertou interesse da ciéncia visto que nao sé
as sementes podem ser aproveitadas, mas também seus subprodutos, como a polpa e o “mel”
do cacau, que ganharam grande importancia na industria alimenticia. A polpa do cacau, que
recobre as sementes, possui uma coloracdo esbranquicada e mucilaginosa e, a partir dessa, ¢
extraido o mel do cacau, que ¢ um liquido de coloragdo amarelo opaco e com textura
mucilaginosa, possui um sabor citrico e alto teor de agucares em sua composicdo. A extracao
deste liquido ocorre por meio de técnicas simples de prensagem da polpa do cacau, que deve
ser rapidamente estocado em baixas temperaturas antes que se inicie o processo de fermentacao
espontanea devido a elevada carga microbiana. Além de ser consumido in natura, o mel do
cacau pode ser usado na industria alimenticia para a fabricacdo de geleias e de bebidas
fermentadas, pois sofre fermentacdo espontdnea quando mantido em temperatura ambiente
(SANTOS et al. 2014; DONATTI et al., 2021; GUIRLANDA et al., 2021).

A qualidade dos produtos do cacau estd vinculada a uma gama de fatores que resulta em
melhor qualidade dos produtos e, dentre eles, estd a microbiota presente. Esses microrganismos
se adaptaram bem a fruta e fazem parte de alguns processos importantes como a fermentagao,
sendo este o processo mais importante na produgdo de moléculas precursoras de aroma, sabor
e da cor, tanto nos graos secos quanto na matéria-prima para a produ¢do do chocolate
(GUTIERREZ-RIOS et al., 2022; SALAZAR et al. 2022). Dentre os microrganismos que
podem ser encontrados no cacau e seus produtos derivados estdo, principalmente, leveduras,
bactérias laticas e bactérias acéticas, que se sucedem ao longo do processo fermentativo natural
(NIELSEN; JESPERSEN, 2013; RUGGIRELLO et al., 2019; DE VUYST; LEROY, 2020;

VIESSER et al.,, 2021). Neste contexto, este trabalho teve por objetivo isolar as
leveduras do mel de cacau para estudos de produgdo de biopolimeros, pigmentos, entre outras
substancias de interesse biotecnologico e industrial.

2. MATERIAL E METODOS
Isolamento e das leveduras do mel do cacau

O mel do cacau foi obtido congelado do comércio local de Cruz das Almas, Bahia,
Brasil. A partir dessas amostras foram feitas dilui¢des seriadas até 10 em solucio salina (NaCl
0,85%) e aliquotas de 100 ul foram plaqueadas em meio Agar Saboraud Dextrose (peptona
bacteriologica 10 g, glicose 40 g, agar bacterioldgico 15 g/ litro) para o crescimento dos
isolados. Os ensaios foram realizados em duplicata. Em seguida as placas de Petri foram
colocadas em estufa/BOD para o crescimento a 28 £2 °C por 48 horas.

Purificagao dos isolados:

Apds o crescimento nas placas, foram selecionadas e isoladas colonias com
caracteristicas morfologicas distintas e transferidas para placas de Petri contendo meio de
cultura MYP (Manitol Yeast Peptone), composto por: extrato de levedura 5 g, manitol 25 g,
peptona 3 g e Agar 15 g/ litro. As placas foram incubadas em estufa do tipo B.O.D sob
temperatura de 28+2 °C por 48 horas. Em seguida foi realizada a purificacdo dos isolados por
técnica de esgotamento e as colonias consideradas puras foram conservadas em tubos
criogénicos contendo o meio GYMP (extrato de levedura 4 g, extrato de malte 10 g,
NaH2PO4 2 g/ litro), com glicerol a 30% e colocadas sob congelamento.

Verificagao da morfologia celular
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Para a verificacdo da morfologia celular foram feitas ldminas a fresco usando uma
alcada das coldnias isoladas diluidas em uma gota de agua destilada sobre ldminas de vidro
cobertas com laminulas para visualizagdo em microscopia optica. Para identificagdo, foram
colocados cédigos com as letras LMC (leveduras do mel do cacau), seguido de um nimero para
diferenciar cada isolado.

Testes de temperatura

Para os testes de temperatura foi utilizado o teste em gotas (drop test, adaptado de
LAUER et al., 2007) em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose
em triplicata. Para a realizar os testes foram estudadas diferentes temperaturas: 20 °C, 25 °C, 28
°C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 45 °C, incubando as leveduras em estufa B.O.D durante 4 dias. O
crescimento dos isolados foi comparado com um controle positivo (crescimento a 28 +2 °C) e
controle negativo (crescimento a 45 + 2 °C) e classificados como: 0 (zero) sem crescimento ou
crescimento igual ao controle negativo; +0,5 para crescimento fraco, ou seja, menor que o
controle positivo e maior que o controle negativo; +1 para crescimento intermedidrio; +2
crescimentos menor que o controle positivo; +3 para crescimento igual ao controle positivo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 23 coldnias morfologicamente distintas de acordo com caracteristicas
como cor, textura e aparéncia, entretanto, apenas 12 isolados apresentaram caracteristicas de
leveduras como células grandes, arredondadas ou alongadas, ¢ a presenga de brotos que
puderam ser facilmente visualizados nas laminas por meio de microscopia optica. Os demais
isolados foram caracterizados como bactérias por meio de coloragdo de Gram, sendo todos
bacilos Gram negativos. Essas caracteristicas indicam a presenca de bactérias acéticas no mel
do cacau.

Os isolados confirmados como leveduras foram agrupados, de acordo com as
caracteristicas morfologicas, em 8 grupos (Quadro 1).

Quadro 1- Agrupamento por meio de caracteristicas morfologicas das leveduras
isoladas do mel de cacau em meio Agar Saboraud Dextrose.

Grupos Cadio dos isolados Cor Textura | Aparéncia
1 LMC-02 Vermelha Lisa brilhante
2 LMC-07 Vermelho-alaranjada Lisa brilhante
3 LMC-06, LMC-15 Branca Lisa brilhante
4 LMC-13 Amarelo claro Lisa brilhante
6 LMC-08, LMC-10 Creme rosado Lisa opaca
7 LMC-6, LMC-14, LMC- Creme Lisa opaca
11, LMC-12
8 LMC-05 Branca Lisa opaca
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Pode-se constatar que os isolados que apresentaram cores claras (branco a creme) foram
predominantes, sendo a cor creme com 33%, seguida da cor branca com 25% e as de cor creme-
rosada com 17%. As demais cores como vermelho, vermelho-alaranjado e amarelo claro
apresentaram uma porcentagem de 8% de ocorréncia cada um. Todas os isolados apresentaram
textura lisa e as coldnias que apresentaram aparéncia opaca sobressairam sobre as demais, com
58%. Camargo et al. (2018), isolando leveduras de frutas do cerrado e ninhos de frango e Freitas
et al. (2021) isolando leveduras de vegetacdo sobre afloramentos rochosos, também
descreveram resultados similares, com predominancia de leveduras de cores claras, com textura
lisa e aparéncia opaca.

De acordo com os resultados dos testes de temperatura, a maioria dos isolados
apresentou melhor crescimento na temperatura de 25 °C, exceto para o isolado LMC-06 que
apresentou um baixo crescimento na faixa de 25 °C a 35 °C (Figura 1).

3,5 -

2,5 4

1,5 o

Crescimento

=

0,5 - :
o HA 2 BRF =8 TR ’ . "

LMCO2  LMCOS LMCO6 LMCO7 LMCO8 LMC10 LMC11 LMC12  LMC13  LMC14  LMC15  LMC16
Isolados

m20°C m25°C m30°C 35°C m40°C m45°C

Figura 1. Crescimento das leveduras isoladas do mel do cacau em diferentes
temperaturas em meio Agar Saboraud Dextrose.

Os isolados LMC-08, LMC-10, LMC-11 e LMC-16 cresceram em uma ampla faixa de
temperatura, entre 25 °C e 40 °C. Destaque deve ser dado aos isolados LMC-06 ¢ LMC-12 que
apresentaram crescimento intermedidrio na temperatura de 45 °C. Todos os isolados
apresentaram crescimento fraco a 20 °C. Embora os resultados mostrem que os isolados sao
todos mesofilicos, o crescimento em temperaturas mais elevadas ¢ de interessante do ponto de
vista industrial. A temperatura de crescimento ¢ um fator ambiental de grande relevancia para
a utilizacdo das leveduras nas mais diferentes aplicagdes como degradacdo de corantes e
poluentes ambientais, producao de biopolimeros e na producao de cervejas, visto que as altas
temperaturas sdo um dos fatores que levam ao estresse e, como consequéncia pode levar a
desnaturagdo de enzimas e perda da viabilidade celular. Sendo assim, a termotolerancia ¢ um
atributo de grande valor para sua utilizacdo em processos fermentativos (SILVA et al. 2015;
PINTO et al. 2018; DELANE et a. 12020).

4. CONCLUSAO
O consideravel nimero de leveduras encontradas no mel do cacau demonstra a riqueza

de microrganismos existente neste produto e ressalta a importancia da prospec¢ao microbiana.
As caracteristicas morfologicas como as cores amarelo e vermelho e textura viscosa de alguns

DOI: 10.51189/iii-conbiotec/15457



Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.4,N9%2, 2023
Ambiente

solados sugerem um potencial para producao de exopolissacarideos e pigmentos. Os teste de
temperatura mostraram que a grande maioria dos isolados se classifica como mesofilicos,
embora alguns isolados tenham apresentado caracteristicas termotolerantes.
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