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EPIGRAFE

Levedura, um ser tdo pequeno,
insignificante apenas no tamanho.



RESUMO

Atualmente, h4 uma grande busca por novos microrganismos que possam sintetizar,
melhorar a qualidade e/ou reduzir custos de diversos processos e produtos. Direcionar
as buscas em possiveis fontes desses microrganismos pode reduzir tempo e custos
com pesquisas. O mel de abelhas sem ferrdo € uma excelente fonte de carboidratos
para processos fermentativos. J& foram descritas algumas espécies de leveduras
osmofilicas que, além de viver nesse substrato, participam e contribuem com o
processo de maturagdo. Diante dessa possivel fonte, o presente trabalho teve como
objetivo a prospeccéao de leveduras presentes no mel de abelha Melipona mandacaia,
para contribuir com a compreensdo da microbiota presente e selecionar
microrganismos com potencial fermentativo. Como resultados, foram obtidas 101
colénias de leveduras, das quais 25 foram selecionadas e isoladas para a andlise
morfologica e ensaios fermentativos. A analise microscépica mostrou que nao havia
presenca de hifas ou pseudo-hifas dentre os isolados e as formas presentes foram
dos tipos circulares e ovaladas. Dessas 25 leveduras, 24 foram capazes de fermentar
a glicose, 21 a frutose e 9 a sacarose. N&o foram observadas fermentacdes dos
acucares lactose e maltose, entretanto, todas elas fermentaram o meio com mel.
Apenas 4 leveduras foram capazes de fermentar 3 acucares (glicose, frutose e
sacarose) e a levedura sob o cddigo V1-1A foi a que apresentou o melhor perfil
fermentativo, sendo uma provavel candidata para fermentacdo de bebida do tipo
hidromel. Futuros estudos com esses isolados poderdo contribuir ainda mais com a
identificacdo da microbiota presente nas amostras de méis, suas associacfes com as
abelhas e trazer beneficios para a producéo de alimentos e bebidas fermentadas.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo; Mandacaia; Melipona mandacaia; Mel;
Leveduras; Fermentacao.



ABSTRACT

Currently, there is a great search for new microorganisms that can synthesize, improve
the quality and/or reduce costs of various processes and products. Targeting searches
at possible sources of these microorganisms can reduce research time and costs.
Stingless bee honey is an excellent source of carbohydrates for fermentative
processes. Some species of osmophilic yeast have already been described which, in
addition to living in this substrate, participate and contribute to the maturation process.
Given this possible source, the present work aimed to prospect for yeasts present in
Melipona mandacaia bee honey, to contribute to the understanding of the microbiota
present and select microorganisms with fermentative potential. As results, 101 yeast
colonies were obtained, of which 25 were selected and isolated for morphological
analysis and fermentative assays. Microscopic analysis showed that there was no
presence of hyphae or pseudohyphae among the isolates and the forms present were
circular and oval types. Of these 25 yeasts, 24 were capable of fermenting glucose, 21
fructose and 9 sucrose. No fermentations of the sugars lactose and maltose were
observed, however, they all fermented the medium with honey. Only 4 yeasts were
capable of fermenting 3 sugars (glucose, fructose and sucrose) and the yeast under
code V1-1A was the one with the best fermentative profile, being a likely candidate for
fermenting a mead-type drink. Future studies with these isolates could further
contribute to the identification of the microbiota present in honey samples, their
associations with bees and bring benefits to the production of fermented foods and
beverages.

Key words: Stingless bee; Mandacaia, Melipona mandacaia;, Honey; Yeasts;
Fermentation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais tropical que possui um vasto potencial para a producdo
apicola e esta entre os principais exportadores de meéis considerados de alta
qualidade. Em 2019, no ranking de producdo mundial, ocupou a décima primeira
posicdo e em 2022 atingiu a marca de producéo de 60.966.305 kg do produto (IBGE,
2021; Vidal; 2022).

O mel é uma substancia que possui um alto valor nutricional e é produzida
principalmente a partir do néctar das flores, por abelhas meliferas, principalmente
pelas pertencentes ao género Apis (Bera; Almeida-Muradian, 2007). As abelhas sem
ferrdo, membros da familia Apidae e da tribo Meliponini, embora produzam mel em
menor quantidade, quando comparado com as abelhas com ferrdo, se destacam por
ser um produto diferenciado do mel de Apis e muito associado a propriedades
medicinais (Carvalho et al., 2005). E nessa tarefa de produzir o mel, as meliponideas
realizam também o trabalho da polinizacéo de diversas espécies de plantas nativas e
cultivaveis contribuindo com a produtividade e rendimento das plantacfes (Klein et al.,
2007).

O mel produzido pelas meliponideas possui uma certa variabilidade na sua
composicdo que estd associada a diversos fatores, como clima, disponibilidade de
agua, florada predominante, regiao, espécie de abelha, entre outros. De uma forma
geral ele é composto por acucares como frutose e glicose, acidos organicos, acidos
fendlicos, flavondides, antioxidantes, proteinas, aminoacidos, enzimas, vitaminas,
minerais, cinzas, dgua e pequenas concentracdes de fungos, algas e leveduras (Gois,
2013).

E importante salientar que as leveduras, além de estarem presentes no
ambiente (local de coleta, pousio, ninhos, corpo e trato gastrointestinal das abelhas),
atuam no processo maturativo do mel através de fermentacdes, ou seja, influenciam
na qualidade do produto e suas caracteristicas sensoriais, quimicas e fisicas
(Fernandes et al., 2018; Silva et al., 2021; Souza, 2022).

Apesar da importancia desse processo de maturagdo, ainda existe pouca
informacgéo registrada acerca do envolvimento das leveduras na fermentagdo do
néctar, mel e principalmente do potencial biotecnoldgico que as mesmas possuem
(Daniel et al., 2013).



13

Atualmente, existe uma crescente procura por novos microrganismos com
potencial biotecnologico, principalmente aqueles envolvidos em processos
fermentativos que possam melhorar a qualidade dos produtos fermentados, trazer
caracteristicas novas, reduzir custos e acelerar o tempo de producgéo (Silva et al.,
2021; Ernandes; Garcia-Cruz, 2009). Seguindo nessa linha, ambientes que favorecem
a presenca dessas leveduras podem ser uma fonte assertiva para encontra-las. Uma
das principais caracteristicas da composi¢do fisico-quimica do mel da abelha
mandacaia (Melipona mandacaia), que é uma das varias espeécies de abelha sem
ferrdo, € o seu maior teor de umidade comparado aos outros tipos de mel, o que
proporciona o crescimento de leveduras que estdo presentes em sua COmpoSi¢ao
original (Bijlsma et al., 2006; Camargo, 2017).

Dessa forma, pesquisas de prospecc¢ao, cuja etapa inicial de selecao pode
ser feita através da exploracdo da biodiversidade, como o isolamento das leveduras
presentes no mel de abelhas nativas sem ferrdo, podem fornecer base para a
pesquisa de organismos, processos ou produtos de interesse biotecnoldgico. Além de
contribuir para o entendimento sobre a microbiota, associacdo desta com as abelhas

e abrir possibilidades para futuras pesquisas nesse campo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Prospectar leveduras do mel da abelha sem ferréo mandagaia (Melipona

mandacaia) com potencial fermentativo;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o isolamento de leveduras presentes no mel;

e Caracterizar morfologicamente as leveduras isoladas;

e Quantificar as leveduras presentes nas amostras de mel;

e Testar o potencial dos isolados de leveduras para fermentagéo de agucares
como: glicose, frutose, sacarose, lactose e maltose;

e Encontrar isolados com capacidade para fermentar bebida do tipo hidromel.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O mel é um produto alimenticio doce e viscoso produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar e do pélen das plantas, sendo este Ultimo pouco presente
(Souza et al., 2023). E considerado um dos alimentos mais antigos e amplamente
consumidos pela humanidade, sendo apreciado tanto pelo seu sabor doce quanto
pelas suas propriedades nutricionais e medicinais (Crane, 2004, apud Souza, 2022).
O mel é essencialmente uma solu¢cdo aquosa concentrada composta principalmente
por frutose e glicose, e em menores quantidade por agucares mais complexos, como
a maltose, a sacarose, bem como alguns oligo e polissacarideos. Possui ainda
pequenas quantidades de outros constituintes, como minerais, proteinas, vitaminas,
acidos organicos, flavonoides, acidos fendlicos, enzimas e outros fitoquimicos.
(Escuredo et al., 2014; Ramanauskiene et al., 2012; Rao et al., 2016).

Cada mel é considerado Unico, pois reflete em sua composi¢cdo o0s
compostos bioativos derivados das préprias abelhas e principalmente das plantas
por elas visitadas. Por esse motivo, quanto a sua origem, o mel pode ser
classificado em floral (obtido dos néctares das flores) ou mel melato (formado
principalmente a partir de secrecdes de partes vivas das plantas), sendo o primeiro
considerado mais complexo quanto a sua composicao (Brasil, 2000; Mendes et al.,
2009; Rao et al., 2016).

3.1. PRODUCAO DE MEL NO BRASIL

A producdo de mel no Brasil vem se consolidando como uma alternativa
para geracdo de renda, que se destaca pela sua facilidade de criacdo e por ser uma
atividade de facil manutencéo e de baixo custo (Régo et al., 2017). Além disso, nos
altimos anos, tem-se observado uma crescente procura por este produto, tanto no
mercado nacional, quanto no internacional, devido a sua reconhecida qualidade e
propriedades medicinais (Carvalho et al., 2005; Nunes et al., 2019; Rao et al., 2016).

Em 2019, Vidal (2022) afirmou que o Brasil foi o décimo maior produtor

mundial, com a producédo de quase 46 mil toneladas. Sendo que a regido Nordeste,
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no ultimo censo agropecuario, passou a responder pelo maior volume de mel
produzido (23.578.493 kg), seguido da regido Sul (22.406.113 kg), que antes disso
era a maior produtora (IBGE, 2022). Os méis produzidos no Nordeste do Brasil tém
uma produtividade maior e uma grande aceitacdo no mercado, pelo diferencial de

serem provenientes de vegetacao nativa (Régo et al., 2017; Vidal, 2017).

A vasta extensdo territorial brasileira, bem como os diversos biomas
presentes, favorece a presenca de um grande numero de espécies florais que sao
visitadas pelas abelhas. Essa diversidade € refletida em méis com diferentes
composicdes, caracteristicas sensoriais Unicas, com grande valor agregado e que
podem ser produzidos tanto por abelhas com ferrdo, como pelas nativas sem ferrao
Durazzo et al., 2021; Leite et al., 2000).

De acordo com Silva (2008), a exploracdo econ6mica do mel ocorre
principalmente nas abelhas com ferrdo do género Apis. Contudo, apesar da menor
producdo, os méis das abelhas sem ferrdo mostram-se mais diversificados em
relacdo aos sabores, cores, aromas e tem maior valor na medicina popular devido a
uma série de propriedades terapéuticas que possui, como atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antibidtica, depurativa, imunoestimulante e cicatrizante (Abadio
Finco; Estevinho et al., 2012; Moura; Silva, 2010; Roubik, 2006).

3.2. ABELHAS SEM FERRAO

A fauna brasileira de abelhas sem ferréo (espécies incapazes de ferroar
por terem o aculeo atrofiado) compreende mais de 244 espécies da tribo Meliponini
distribuidas em 29 géneros, sendo 50% dessas espécies endémicas da Mata
Atlantica (Pedro, 2014). Esses numeros, qguando somados aos registros feitos nos
demais paises da América Latina, Australia, Africa e partes tropicais da Asia, ja
ultrapassa 500 espécies e 61 géneros (Silva, 2022; Souza; Menezes; Flach, 2021).

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae) estdo
agrupadas taxonomicamente na tribo “Meliponini”, no género Melipona. Essas
abelhas tém uma extrema importancia econbmica e ecoldgica para a regiao

semiarida por alimentar-se de produtos obtidos das flores e carregar os gréos de
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pélen entre as flores, fazendo assim a sua polinizagdo (Camargo, 2017). Essas
abelhas estocam pélen (fonte de proteina, lipideos e vitaminas) e néctar (principal
fonte de carboidratos) como uma forma de suprir as necessidades da col6nia durante

os periodos de escassez de recursos (Maia Silva et al., 2015; Silva, 2022).

Os alimentos coletados das flores sdo transportados em estruturas
préprias, como a corbicula (localizado na tibia traseira), para o caso do pdlen, e a
vesicula melifera, ou papo de mel, onde o néctar recebe enzimas provenientes de
glandulas do abdémen e das glandulas cefalicas e comeca a ser processado (Silva,
2022; Villas Bodas, 2018).

As abelhas sem ferréo constroem potes de cerume onde depositam seu
alimento e algumas secrecbes ricas em enzimas, juntamente com alguns
microrganismos. Apesar do formato dos potes variar de acordo com as diferentes
espécies, a maioria deles apresentam formato elipsoides que, quando cheios, sédo
vedados, tornando o ambiente propicio a fermentacdes (Silva, 2022; Villas Boas,
2018).

Cavalcante da Silva (2018) relata que uma das principais diferencas do
mel das abelhas sem ferrdo, em relacdo ao das abelhas com ferrdo, € o seu maior
teor de umidade, que consequentemente eleva sua atividade de agua, e o deixa mais
suscetivel ao crescimento microbiano, principalmente de leveduras osmofilicas. De
certa forma, pode-se afirmar que o mel é um meio que favorece a presenca dessas
leveduras e pode ser uma fonte assertiva para a bioprospeccao das mesmas e fazer
proveito dos seus possiveis produtos e processos (ex. fermentativos e oxidativos)
(Camargo, 2017; Rao et al., 2016).

3.3. LEVEDURAS NO MEL

As leveduras podem estar presentes nos mais variados tipos de ambientes
e exercer sobre eles muita influéncia, devido ao seu metabolismo. A exemplo disso,
as leveduras associadas ao mel podem ser encontradas nas plantas, flores, néctar,
polen, ou nas suas colbnias. Essas espécies podem interagir com as abelhas por

simbiose, contribuindo com a nutricdo, producdo de biomoléculas, inibindo o
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crescimento de outros patdogenos (através da producdo de compostos
antimicrobianos), fazendo a transformacédo e/ou quebra de moléculas, entre outros
beneficios que contribuem para a fermentacdo e maturagdo do mel. Muitas dessas
espécies fermentam acucares em diversos subprodutos (como alcoois e 4cidos) e por
isso despertam interesses diversos devido ao seu potencial biotecnolégico (Barry et
al., 2018; Gomes, 2010; Paula et al., 2021; Silva, 2022; Rao et al., 2016).

Segundo Mendes et al. (2009), a microbiota do mel pode ser inerente ao
mel (bolores e leveduras) ou de contaminacdo secundaria (exemplo, coliformes),
diretamente relacionados a extracdo e ao beneficiamento. O primeiro grupo,
geralmente contribuem ou néo interferem na qualidade do mel e, devido ao crescente
interesse na producgéao de bebidas fermentadas (hidromel dentre outras), tem sido alvo
de diversas pesquisas de bioprospeccdo. Tais estudos visam a obtencdo de
caracteristicas Unicas e agradaveis de sabor e aroma, além de obter linhagens mais
adaptadas ao clima, fermentando em temperatura ambiente (Barry et al., 2018).

As principais leveduras encontradas no mel sdo pertencentes ao género
Saccharomyces, mas outros géneros, como Debaryomyces, Candida, Hansenula,
Lipomyces, Pichia, = Schizosaccharomyces, Torula, @ Zygosaccharomyces,
Wickerhamomyces, Kloeckera, Starmerella, Lachancea, entre outros que também ja
foram encontrados (Barbosa et al. 2016; Echeverrigaray et al., 2021; Meireles, 2018;
Rosa et al., 2003; Souza et al., 2023; Teixeira et al. 2003). Por se tratar de um alimento
constituido de vérios acucares de facil utilizacdo, Silva et al. (2022) aponta que a
pesquisa sobre a microbiota do mel € de grande importancia e, ainda, pouco se sabe
sobre a relagéo das leveduras com as abelhas.

Ja foram elucidados, ainda que nao totalmente, inUmeros beneficios que
esses microrganismos podem trazer as abelhas, como secretar muitas enzimas
proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas, que irdo converter, fermentar e/ou preservar o
mel (Gilliam et al., 1990) e por isso trabalhos voltados para essa tematica séo de

grande valor.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa analitica e descritiva, de
abordagem quantitativa e de carater experimental, que foi realizado através de coleta
de amostras de méis de abelha sem ferrdo, isolamento de leveduras e andlise de

fermentacao dos isolados.

Para ter o acesso ao patrimbnio genético, o projeto foi cadastrado no
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen - Numero do Cadastro: A776CCO0).

A coleta de amostras foi feita em 2 meliponarios no Municipio de Petrolina-
PE (figura 1), sendo um localizado na zona urbana (Meliponario Sanctorum,
localizado sob as coordenadas 9°22'17"S 40°28'59"0) e 1 na zona rural (Meliponario
do IFSertdoPE, localizado sob as coordenadas 9°20'12"S 40°41'54"0). Esta etapa
foi realizada nos dias 23 e 24 de outubro de 2022, periodo da primavera, no qual
foram observados em média 54,9 mm chuva, e uma predominancia de Mimosa

arenosa (jurema), na composicao da flora regional.

Figura 1 - Mapa da regido (Municipio de Petrolina — PE) indicando os pontos de coleta. Marcador
vermelho mostrando a localizagdo do Meliponario Sanctorum, na regido urbana, e o marcador verde
mostrando a localizagdo do Meliponério do IFSertaoPE.

R

S000m ; cimera: 37 km 9°25'10°S 40°36'20"W 331 m

Fonte: Google Earth ©2023 Google.
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A etapa laboratorial da pesquisa foi realizada nas instalagcbes dos
laboratorios de microbiologia e microscopia da Universidade Federal do Vale do Séao

Francisco - Campus centro, Petrolina-PE.

Nos meliponarios, as amostras foram coletadas através de succdo com
seringas descartaveis. De cada uma das colmeias (caixa da abelha) foram coletadas
duas amostras, uma de pote de mel ainda aberto (mel verde) e a outra de pote
fechado (mel maduro). As amostras foram armazenadas em tubos de Eppendorf de
2 mL e mantidas em caixas com gelo até o processamento no laboratério. Seguindo
a metodologia apresentada por Amorim (2014), no processamento das amostras,
uma aliquota de 1 mL de mel foi colocada em uma suspensdao com 9 mL de 4gua
peptonada acrescida de tetraciclina (10 mg/L). Foram realizadas diluicdes decimais,
até 104, e essas diluicdes foram semeadas em meio sélido (3,9% de BDA (p/v), e 10
mg/L de tetraciclina) e incubadas até seis dias a temperatura de 28°C. Essas placas
foram utilizadas para a contagem de levedura (método de contagem em placas —
unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL)) e para a obtencéo dos isolados.
As colbnias isoladas com caracteristicas macroscopicas e microscopicas de levedura
foram semeadas por esgotamento em outro meio contendo YPD (2% de peptona
(p/v), 1% de extrato de levedura (p/v) e 2% de dextrose (p/v)) e incubadas a 28°C

durante seis dias (Amorim, 2014; Lopes, 2016).

Os isolados e uma levedura controle comercial (Mangrove Jacks - M05 —
Mead yeast - para hidromel) foram inoculadas em tubos, com tubos de Durhan
invertidos, contendo 5 mL de meio teste (0,75% (p/v) de NaCl e 0,45% (p/v) de extrato
de levedura) e 2% de cada acgUcar a ser testado: glicose, frutose, lactose, maltose e
sacarose. Os tubos ficaram incubados por 8 dias a 28°C e as observacfes realizadas
nos dias 1, 3, 5 e 8. Considerou-se uma leitura negativa quando ndao houve acumulo
de CO2 no tubo de Durham, +1 quando somente 1/3 do tubo de Durhan estava
preenchido pelo gas, +2 quando o gas preencheu 2/3 do tubo e +3 quando o tubo de
Durham estava completamente cheio de gas, a figura 2 exemplifica esses resultados
(Lopes, 2016). Para identificar os isolados com capacidade para fermentar bebida do
tipo hidromel, a andlise foi feita substituindo o agucar por mel comercial de abelha
Apis. A levedura comercial foi utilizada como controle positivo, tubos sem nenhuma
inoculacao foram utilizados como controle negativo e todo o experimento foi realizado

em triplicata.
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Figura 2 - Imagem representativa da escala de leitura no tubo de Durhan. a) resultado negativo ou
zero; b) resultado +1 (1/3 de preenchimento); c) resultado +2 (2/3 de preenchimento); d) +3 (tubo
totalmente preenchido por CO2).

Fonte: Lopes, 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da metodologia utilizada, foram contabilizadas, no total, 101
colonias de leveduras, sendo 47 observadas da amostra de mel verde do ninho 1 (V1),
38 da amostra de mel maduro do ninho 1 (M1), 1 da amostra de mel verde do ninho 2
(V2), 10 da amostra de mel verde do ninho 3 (V3) e 5 da amostra de mel maduro do
ninho 3 (M3). As placas da amostra de mel maduro do ninho 2 (M2) ndo apresentaram
crescimento de nenhuma colonia de levedura.

Justificando a presenca de maior nimero de colbnias de leveduras nas
amostras de meéis verdes, cabe ressaltar que, no processo de maturacdo, o mel vai
perdendo parte do seu teor de umidade e o ambiente se torna menos favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos. Adicionalmente a este fato, o fechamento dos
potes de méis cria um ambiente sem oxigénio, limitando a presenca aos anaerdbios
facultativos (Moraes et al., 2013; Paula et al., 2021; Vit, 2022).

Segundo Camargo, et al. (2017), o elevado teor de acucares, a baixa de
atividade de agua e o pH baixo ndo favorecem o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos no mel. Contudo, esse autor enfatiza que microrganismos osmofilicos
podem se desenvolver e participar do processo de maturacdo dos méis. Tais
afirmacdes sugerem que, as leveduras encontradas neste trabalho possivelmente s&o
do tipo osmofilicas e que podem adicionar caracteristicas proprias no processo de
maturacdo desses méis (Pinheiro et al., 2018).

Diferindo do mel de Apis, que possui valores de atividade de agua inferiores
a 0,6 (produto microbiologicamente estavel), os méis das abelhas sem ferrdo, das
tribos Meliponini e Trigonini, mostram atividade de agua variando de 0,67 a 0,75 (Dias
et al., 2015). Este fato poderia levar a uma maior presenca de microrganismos nos
meis das abelhas sem ferrdo. Entretanto, a quantificacéo das leveduras presentes nas
amostras (UFC/mL= Numero de colbnias na placa x fator de diluicdo/ volume do
indculo) trouxe os seguintes resultados: V1 com 3,2 x 10 UFC/mL, M1 com 2,7 x 10!
UFC/mL, V2 com 1,0 UFC/mL, M2 com 0,0 UFC/mL, V3 com 6,0 UFC/mL, e M3 com
5,0 UFC/mL. Esses valores encontrados atendem aos critérios microbiologicos
estabelecidos para mel de abelhas Apis (para o critério de aceitacéo, a contagem nao

deve ultrapassar 1,0 x 102 UFC/ml) (Brasil, 2000) e também para mel de abelhas sem
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ferrdo, onde sdo permitidos valores até a ordem de 1,0 x 10* UFC/mL, segundo
Camargo et al., (2017).

A pouca quantidade de leveduras encontradas nas amostras
possivelmente estdo ligadas a espécie de abelha, as caracteristicas climaticas e
botanicas da regido, época do ano entre outros fatores, uma vez que, outros autores
com pesquisas semelhantes feitas em outras localidades e regifes, na maioria das
vezes, reportam valores superiores em suas pesquisas (Rosa et al., 2003; Souza, et
al., 2009; Monte et al., 2013; Barbosa et al. 2016; Fernandes; Rosa; Conti Silva, 2018;
Pinheiro et al., 2018)

Figura 3 - Crescimento das colbnias em meio BDA com tetraciclina (A). isolamento de levedura em

meio YPD a partir da selecéo de coldnias isoladas (B).

- - -

Fonte: Prépria autora, 2023.

Para as andlises de fermentagcdo, um total de 25 isolados foram
selecionados com base nas diferencas morfologicas das col6nias crescidas (figura 3).
Quanto a morfologia celular das amostras, foram observadas apenas varia¢des entre
células circulares e ovaladas e em nenhuma das amostras foram observadas hifas ou
pseudohifas. Essa variacdo da morfologia celular, leva a acreditar que existem no
minimo duas espécies diferentes de leveduras, porém essas formas ndo séo
parametros para identificacdo de espécies (Tortora et al., 2012). A tabela 1 mostra o
resultado da analise morfolégica dos isolados.
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Tabela 1 - Visualizacao dos isolados conforme o tipo de amostra, codificacdo, morfologia celular e local
de coleta.

AMOSTRA CODIFICAC}AO MORFOLOGIA LOCAL DA COLETA
dos isolados CELULAR

M1 M1-1A-Bege Ovdide Meliponario Sanctorum
M1 M1-1A-Branca Circular Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1B Ovoide Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1C-Bege Ovoide Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1C-Branca Ovoide Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1D Circular Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1E Circular Meliponéario Sanctorum
M1 M1-1F Ovoide Meliponéario Sanctorum
M1 M1-2A Ovoide Meliponario Sanctorum
M1 M1-2B Ovoide Meliponéario Sanctorum
V1 V1-1A Ovoide Meliponario Sanctorum
V1 V1-1B Ovoide Meliponéario Sanctorum
V1 V1-1C Circular Meliponério Sanctorum
V1 V1-2A-Bege Ovoide Meliponéario Sanctorum
V1 V1-2A-Branca Circular Meliponério Sanctorum
V1 V1-2B Circular Meliponéario Sanctorum
V1 V1-2C Circular Meliponario Sanctorum
V1 V1-2D Circular Meliponéario Sanctorum
V2 V2-1A Ovoide Meliponario Sanctorum
M3 M3-1A Ovoide Meliponario do IFSertaoPE
M3 M3-1B Ovoide Meliponario do IFSertaoPE
M3 M3-1C Ovoide Meliponario do IFSertdoPE
V3 V3-1A Circular Meliponario do IFSertaoPE
V3 V3-2A Ovoide Meliponario do IFSertaoPE
V3 V3-2B Ovdide Meliponario do IFSertaoPE

Fonte: Prépria autora, 2023.

As leveduras, como qualquer outra forma de vida, necessitam de fatores
fisicos, quimicos e nutricionais que sdo imprescindiveis para 0 seu crescimento e
reproducdo, como temperatura, pH, umidade, agua, carbono, nitrogénio, oxigénio e
minerais, sendo os acucares a principal fonte fornecedora de carbono para estas
(Tortora et al., 2012). Levando esse conhecimento em consideracdo, os isolados
foram testados quanto a sua capacidade de crescimento em diferentes aclcares, e
por tanto, foram avaliados quanto a sua capacidade de fermentacdo e também de
crescimento, trazendo os resultados gerais observados na tabela 2. Dos 25 isolados,
24 fermentaram glicose, 21 a frutose e 9 a sacarose. Como observado nos testes de
fermentacdo e corroborando com os achados da literatura, as leveduras possuem
preferéncia pelos agucares mais simples, e 0 processo fermentativo, ocorre na ordem
— glicose (monossacarideo), frutose (monossacarideo), sacarose (dissacarideo),
maltose (dissacarideo) (Lopes, 2010; Lopes, 2016; Palmer, 2006; White e Zainasheff,
2010).
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Tabela 2 - Demonstrativo da fermentacédo das leveduras frente aos acUcares frutose, glicose, sacarose,
lactose e maltose.

Acucar Fermentacao

Glicose Elevada — 24 isolados
Frutose Elevada — 21 isolados
Sacarose Baixa — 9 isolados
Lactose Nao observada
Maltose Nao observada

Fonte: Prépria autora, 2023.

Apenas um dos 25 isolados (M3-1B) ndo se mostrou capaz de fermentar a
glicose. J4 com a frutose o numero de ndo fermentadores subiu para 4 e na sacarose
foram 16. Nenhum dos isolados foi capaz de fermentar maltose ou lactose. Essa
fermentacao preferencial de glicose e frutose deve-se ao fato de que a maioria das
espécies de levedura podem utilizar um ou ambos como fontes de carbono para o
metabolismo celular (Lopes, 2016; Barry et al., 2018). A glicose e a frutose sao
prontamente fermentadas pela levedura a medida que sao transportadas para dentro
da célula por difuséo facilitada. Ja os demais acucares necessitam de transportadores
de membrada ou enzimas que atuem no ambiente extracelular, quebrando estes
acucares maiores em outros mais simples, como glicose e frutose (Meneses e Jiranek,
2002; Magalhdes et al., 2016). Além disso, a glicose reprime a sintese de
transportadores de maltose e maltotriose e maltases e inativa os transportadores pré-
existentes (Lucero et al., 1993; Dietvorst et al., 2005; Badotti, 2005. Portanto, pode-se
inferir que o numero elevado de isolados que ndo fermentaram sacarose e a auséncia
de fermentacdo na maltose e lactose podem estar ligados a falta de mecanismos
genéticos para a utilizacdo desses aclcares, uma vez que o ambiente que eles vivem,
geralmente, ndo 0s possui.

Souza e colaboradores (2006) mostraram que o conteudo de acucares totais,
no mel de abelhas sem ferrdo, varia de 85 a 95% em relacdo aos demais compostos,
sendo a glicose cerca de 32% desse percentual e a frutose 39%. Sacarose ndo é um
acucar comumente encontrado no mel, mas, dependendo da espécie e do tipo de
alimentacdo da abelha, pode aparecer em baixas concentracbes. Além disso, sofre
acado enzimatica durante seu transporte e armazenamento, o que reduz ainda mais
suas concentracdes. O mel ndo adulterado ndo contém maltose, e, assim como a
sacarose, serve como parametro para avaliar a pureza do mel, podendo caracterizar
adulteracao, tanto na alimentagao das abelhas quanto na adi¢céo direta destes no mel
(Azeredo et al., 1999; Bera, 2004; Fuijita, 2012; Ruiz-Matute et al., 2010).

O teste de fermentacdo mostrou, também, que todas as leveduras isoladas
neste trabalho foram capazes de fermentar o mel. Algumas destas apresentaram
maior producdo de CO:2 do que a propria levedura comercial utilizada para
fermentacao de hidromel (destacado em negrito na tabela 3).
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Tabela 3. Perfil fermentativo do mel com respectivas numeracgdes, obtidas pela analise das leitura dos
tubos de Duhran invertido, conforme descrito na figura 1. CT- é o controle negativo, CT+MO05 é o
controle positivo (levedura comercial).

Amostra Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
M1-1A-Bege 1 1 3
M1-1A-Branca 1 1 3
M1-1B 1 1 3
M1-1C-Bege 3 3 3
M1-1C-Branca 3 3 3
M1-1D 1 1 1
M1-1E 3 3 3
M1-1F 3 3 2
M1-2A 3 3 3
M1-2B 3 3 3
V1-1A 3 3 1
V1-1B 1 2 3
V1-1C 3 3 1
V1-2A-Bege 3 3 2
V1-2A-Branca 1 3 3
V1-2B 3 3 3
V1-2C 1 1 3
V1-2D 1 1 2
V2-1A 1 3 3
M3-1A 1 3 3
M3-1B 2 3 3
M3-1C 1 1 1
V3-1A 1 2 3
V3-2A 1 3 3
V3-2B 1 3 3
CT+MO05 2 2 3
CT- 0 0 0

Fonte: Prépria autora, 2023.

O fato de todas as leveduras darem resultados positivos ja era esperado, pois
todos os isolados foram capazes de fermentar ao menos um dos agucares simples
presentes no mel (glicose e frutose). Citando aqui, temos os isolados M1-1C-Bege,
M1-1D, M1-1E e V1-2A-Bege que ndo fermentaram frutose, mas foram positivos para
glicose, e 0 M3-1B (mencionado anteriormente) que ndo fermentou glicose, mas foi
positivo para frutose. Methener e colaboradores (2019), reportaramm que a utilizacao
de agucares pelas leveduras é variavel e muitas vezes séo relatadas divergéncias
entre suas utilizagdes. A exemplo disso a cepa Schizosaccharomyces pombe S9 deles
nao fermentou a glicose nem a frutose, a semelhanca da estirpe Saccharomycopsis
fibuligera SF3, mas na literatura ja havia relatos que S. pombe pode metabolizar
glicose (Kurtzman, 2011, apud Methener et al., 2019) e S. fibuligera utiliza frutose (Lee
et al., 2018, apud Methener et al., 2019)
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Apenas quatro isolados foram capazes de fermentar frutose, glicose e
sacarose, V1-1A, V1-2B, V1-2C e V3-2B. Desses, 0 V1-1A, oriundo do mel verde, foi
0 que apresentou o perfil fermentativo mais semelhante ao da levedura controle
(levedura para hidromel M05 da empresa Mangrove Jack’s) e, portanto, é a levedura
isolada mais promissora para futuras andlises de producédo de hidromel, embora todas
as demais também possam ser testadas quanto ao seu potencial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O mel das abelhas nativas sem ferrdo, da espécie Melipona mandacaia,
mostrou - se uma fonte para a pesquisa de leveduras, visto que foram observadas 101
colbnias de leveduras, das quais 25 foram selecionadas para as analises.

A quantificagdo de leveduras presentes nas seis amostras de meéis
encontrava-se dentro dos valores microbiolégicos aceitaveis.

As analises microscopicas das leveduras mostraram apenas a presenca de
formas ovaladas e circulares e sem a presenca de hifas ou pseudo-hifas.

Nos testes de fermentagdes, 24 leveduras foram capazes de fermentar a
glicose, 21 a frutose e nove a sacarose.

N&o foram observadas fermentacdes dos acuUcares lactose e maltose,
entretanto, todas elas fermentaram o meio com mel, mostrando-se passiveis de
fermentar hidromel.

Quatro leveduras foram capazes de fermentar trés acucares (glicose,
frutose e sacarose) e a levedura V1-1A foi a que apresentou o melhor perfil
fermentativo, sendo uma provavel candidata para fermentacdo de bebida do tipo
hidromel.

Futuros estudos com esses isolados poderdo contribuir ainda mais com a
identificacdo da microbiota presente nas amostras de méis, adaptada ao clima da
regido do Vale do Séo Francisco, suas associacfes com as abelhas e trazer
beneficios para a producéo de alimentos e bebidas fermentadas.

Nesse sentido, maiores pesquisas desses isolados que podem trazer novas
descobertas biotecnolégicas, como a identificacdo de nova cepa de levedura com
potencial de inovacdo devido a suas caracteristicas Unicas, e, assim, promover a

producdo e/ou melhoria de alimentos e bebidas feitas artesanalmente.
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