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Relevancia do trabalho: Este trabalho € fundamental para promover uma linha de pesquisa
que esta em plena ascensdo no mundo e ainda muito pouco valorizada no Brasil. Os dados
existentes na literatura serdo complementados com os resultados deste e outros trabalhos nesta
area. A caracterizacdo de microbiota em massas madres auxilia no entendimento da utilizagao

das mesmas pelas padarias, algo que estad muito difundido no mundo todo.

O gréfico abaixo foi elaborado para demonstrar o crescente aumento do numero de
publicacdes contendo as palavras sourdough e kombucha. Nota-se que o empenho da ciéncia

em estudar o funcionamento do sourdough estad em pleno crescimento.
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Resumo

O pdo é um dos alimentos mais consumidos pela humanidade, acima de restricGes étnicas,
geogréficas ou ideologicas, ele se tornou uma das bases da alimentacdo. Resgatando o0s
costumes tradicionais da preparacdo do péo, atualmente, as pessoas estdo progressivamente
voltando a se interessar pelo natural, escapando do modo industrial de produzir tudo o que se
usa, se veste e se come. Assim sendo, a massa madre esta retornando as padarias artesanais e
agora aos laboratorios, intrigando a ciéncia. Esse trabalho analisou fenotipica e genotipicamente
0s micro-organismos de duas massas madres com origens diferentes. Uma a partir de um caldo
fermentado de casca de banana, e a outra a partir da Kombucha, uma cultura liquida de
probidticos. O objetivo do estudo foi caracterizar a microbiota das duas massas e identificar as
espécies de bactérias e leveduras presentes. Foram sequenciados micro-organismos muito
citados em microbiota de massa madre, como Lactobacillus brevis, Acetobacter tropicalis,
Saccharomyces sp., bem como espécies que nunca haviam sido descritas na literatura de massa
madre, as bactérias do género Aneurinibacillus. Os resultados obtidos s&o preliminares para
englobar o entendimento do assunto e mais estudos sdo necessarios para dar prosseguimento a

este trabalho.

Palavras-chave: fermentacéo natural, microbiota, kombucha, sourdough
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Abstract

Bread is one of the most consumed foods by humanity, above ethnic, geographical or
ideological constraints, it has become one of the major staples food. Rescuing traditional
customs from the bread preparation, today, people are progressively becoming interested in the
natural, escaping from the industrial way of producing everything that is used, dressed and
eaten. Thus, the sourdough is returning to the artisan bakeries and now to the laboratories,
intriguing the science. This work analyzed phenotypically and genotypically the
microorganisms of two different sourdoughs with different starters culture. One from a
fermented broth of banana peel, and the other from Kombucha, a liquid culture of probiotics.
The goal of the study was to characterize the microbiota of the two doughs and identify the
species of bacteria and yeasts present them. After DNA sequence several microorganisms
mentioned in the literature were presented, such as Lactobacillus brevis, Acetobacter tropicalis,
Saccharomyces sp., as well as species that had never been described in the literature for
sourdough, the bacteria of the genus Aneurinibacillus. The results obtained are preliminary to
encompass the understanding of the subject and further studies are necessary to continue this

work.

Keywords: sourdough, natural fermentation, kombucha, microbiome
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1. Introducéo

O péo é um alimento de extrema importancia na dieta dos seres humanos. Nas mais
distintas culturas, dentre as diversas significagdes do comer, com formas de preparo, aparéncia
e sabores bem singulares, ele esta presente e ha pelo menos quatro mil anos é consumido pela
humanidade (SAMUEL, 2000). Assim como bebidas alcodlicas, conservas e iogurtes, o pao é
um alimento fermentado. A fermentacdo é um processo bioldgico de obtengdo de energia
através da transformacio de carboidratos, executado por micro-organismos. E a partir disso
que se obtém o crescimento dos paes, o alcool das bebidas, o iogurte do leite, aléem de outros
alimentos fermentados (PARVEZ et al, 2006). A massa madre € uma mistura de farinha com
agua, a qual passa pelo processo de fermentacdo por bactérias acido-laticas (BAL) e leveduras
(DE VUYST; VANCANNEYT, 2007). Os micro-organismos responsaveis pela fermentacdo
da massa madre podem ser obtidos espontaneamente (presentes na farinha e/ou no ambiente),
por meio de algum alimento previamente fermentado (starter) ou até pela selecdo de espécies
especificas para esse fim (DE VUYST; NEYSENS, 2005). Quando utilizada para fermentar o
pdo, ela fornece caracteristicas Unicas de aroma, sabor, consisténcia de miolo e casca baseados
na sua composicao biética (GOBBETTI, 1998). Este foi o método utilizado para fermentar
pdes durante quase toda a histéria humana, podendo ser considerado um dos mais antigos
processos de biotecnologia em producdo de alimentos (ARENDT et al., 2007). Porém, a partir
do século XIX, a panificacdo passou a utilizar o fermento biolégico no lugar da massa madre
(CORSETTI; SETTANNI, 2007).

A espécie de levedura que é utilizada na fermentacdo de bebidas alcodlicas como,
vinhos, espumantes, cerveja e destilados, e na panificacdo que é conhecida como fermento
bioldgico, é a Saccharomyces cerevisiae. Dezenas de cepas dela foram selecionadas até os dias
de hoje, e sdo utilizadas tanto na indUstria quanto dentro de nossas casas, cada uma adaptada

para fermentar um certo substrato (LEGRAS et al, 2007). Estas mudangas na industria da
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panificacdo aconteceram devido a imposi¢cdo do mercado em assumir altas demandas e,
consequentemente, priorizar quantidade a qualidade, além da necessidade de producdo agil,
sendo inevitavel empregar o uso de aditivos e reduzir o tempo de fermentacdo (DE VUYST;
NEYSENS, 2005). Um pdo de forma comprado no mercado é fermentado na indUstria por
aproximadamente 40 minutos e sua férmula é composta por uma série de aditivos conhecidos
como melhoradores ou reforcadores de farinha (KATINA et al, 2005), enquanto um pao de
massa madre pode fermentar por 24h ou mais, dependendo de fatores como tipo de produto
final desejado e temperatura de fermentacdo (DE VUYST; NEYSENS, 2005). Durante a
fermentacgdo natural, ocorre o que é conhecido por pré-digestdo, na qual a microbiota presente
na massa do pdo degrada o amido da farinha (CORSETTI; SETTANNI, 2007) e o gluten,
favorecendo a digestdo que vai ocorrer no nosso corpo, inclusive para aquelas pessoas com
sensibilidade ao gliten (GEREZ; ROLLAN; DE VALDEZ, 2006). O crescente interesse em
cuidar da alimentacéo, aliado a um resgate histérico de habitos saudaveis esté trazendo a tona
novamente a utilizagdo da massa madre na panificacdo (KATINA et al, 2005). E o interesse
das padarias, dos consumidores, dos artesdos dos paes, traz junto um empenho da ciéncia em
investigar o assunto. No ano de 1998 a palavra “sourdough” apareceu em 186 trabalhos
académicos, em 2016 o numero subiu para 1780 publicacdes.

A Kombucha é uma bebida obtida através da fermentacdo do cha de Camellia sinensis
(cha preto ou cha verde) com sacarose (10 a 15%). Este preparado caseiro tradicional existe
gracas a uma cultura simbidtica de bactérias e leveduras, as quais ddo origem a uma bebida um
pouco doce, carbonatada e acida. E uma bebida consumida historicamente na China, Russia e
Alemanha, porém recente a popularizagdo nos Estados Unidos trouxe a fama atual de
beneficios para a satde, como aumento de imunidade, reducdo de pressdo sanguinea e até cura
de cancer (GREENWALT,; STEINKRAUS; LEDFORD, 2000). Estes supostos efeitos

saudaveis da Kombucha criaram um crescente interesse da ciéncia por essa bebida.
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Para o presente estudo, uma massa madre foi desenvolvida utilizando a Kombucha
como cultura starter e outra a partir de 4gua fermentada com casca de banana. O foco do
trabalho foi investigar a microbiota das duas massas madres, através de sequenciamento de
coldnias isoladas de meios de cultura especificos a fim de conhecer as espécies de bactérias e
leveduras presentes. Os conhecimentos adquiridos, em complemento aqueles ja citados na
literatura, sdo fundamentais para compreender o papel da microbiota em cada processo de

producdo do pao.

2. Materiais e Métodos

2.1 Preparagéo das massas madres:

Durante todo o processo de preparacao das massas madres, foi adicionado agua filtrada
e farinha de trigo branca comercial. As massas e as culturas starters foram armazenadas em
recipientes de vidro, coberto com plastico PVC com furos apenas para passagem de ar, em
temperatura ambiente, em um armario (escuro), separados, para evitar a contaminacdo entre

elas.

Para cada massa madre foi utilizado um starter diferente. Para a primeira, identificada
como SP, a casca de uma banana foi deixada submersa em agua filtrada em um recipiente de
vidro por 48h. Ao final desse periodo, a &gua estava um pouco turva e com bolhas (Figura 1a),
indicando presenca de micro-organismos. A segunda massa, chamada de K, foi iniciada a partir

do liquido de uma Kombucha preparada in house com mais de um ano de idade (Figuralb).

(FIGURA 1)

ApOs a obtencdo dos starters o processo de criacdo, alimentacdo e reproducdo das
massas foi igual para as duas: No primeiro dia (dia 1), 10 mL do liquido “contaminado” (Starter)

foi adicionado a 20 g de farinha, misturado até a obtencdo de uma massa homogénea e

11
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reservado. No segundo dia (dia 2), a massa foi refrescada, ou seja, adicionado 10 mL de agua e
20 g de farinha. A mistura, que pesava 60 g, foi homogeneizada e reservada. Nos proximos
dias, a fim de consolidar a microbiota e evitar o acimulo desnecessario da massa, antes de cada
refresco diério, a mesma quantidade a ser adicionada, foi descartada, isto é, 30 g de massa
retirado e 10 mL de 4gua e 20 g de farinha adicionado diariamente. Esse processo se repetiu
por oito dias, até que as massas comecaram a dobrar de volume de um dia para o outro,
indicando intensa atividade biotica. Apds esse periodo, as massas foram refrescadas a cada 48

h.

Para a fabricacao dos péaes foram utilizadas grandes quantidades das massas, para tal, 0s
refrescos foram feitos sem descarte da massa, assim, possibilitando o crescimento da mesma e
utilizacdo da quantidade necessaria. Sempre que se retira a massa madre para utilizacdo, deve-

se deixar uma quantidade para dar continuidade, desse modo, ela nunca vai terminar.

2.2 Isolamento e identificagdo microbiana

2.2.1 Isolamento em meios especificos

Foi colocado 25 g de cada uma das massas madres em diferentes Erlenmeyer (225 mL)
contendo agua peptonada a 1%. Esta suspensao foi homogeneizada num stomacher durante 30
minutos a temperatura ambiente. Dessa mistura foram retirados 100 plL, os quais foram
pipetados em trés meios liquidos diferentes: YP (extrato de levedura 1%, peptona 1%), MRS
broth (peptona de caseina 10 g/L, extrato de carne 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, Dextrose
20 g/L, Polisorbato-80 1 g¢/L, citrato de aménio 2 g/L, acetato de sédio 5 g/L, sulfato de
magnésio 0,1 g/L, sulfato de manganés 0,05 g/L, fosfato dipotéssico 2 g/L) e TSB (triptona de
caseina 17 g/L, peptona de soja 3 g/L, glicose 2,5 g/L, cloreto de sédio 5 g/L, fosfato dipotassico

2,5 g/L). Em seguida foram colocados em estufa a 37°C por 24 a 48h. Apds esse periodo,

12
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retirou-se, 100 pL de cada um dos meios liquidos e espalhou-se com uma alca de Drigalski em
placas de Petry com os respectivos meios sélidos (mesma composi¢do dos liquidos adicionado
agar a 2%) deixando-se novamente em estufa a 37°C por 24 a 48 h. Foi realizado o isolamento
de todas as col6nias que cresceram em novas placas pelo método de esgotamento por estrias,

estas, colocadas novamente na estufa, na mesma temperatura.

2.2.2 ldentificacdo fenotipica de isolados
O método de coloracdo de Gram possibilita a visualizacdo de micro-organismos em
microscopia éptica para reconhecimento fenotipico e identificacdo de tipo celular. Para a
realizacdo deste procedimento, € necessario fixar a amostra na lamina seguindo os seguintes
passos:
1. Flambar rapidamente na chama do bico de Bunsen uma lamina limpa;
2. ldentificar com o nome da amostra o lado da lamina onde sera feito o esfregaco;
3. Flambar a alca de platina, deixa-la esfriar e colocar na ldmina uma gota de solucéo salina
fisioldgica;
4. Flambar novamente a al¢a de platina, deixar esfriar préximo a chama, abrir a placa com
a cultura teste e tocar cuidadosamente a coldnia escolhida para retirada da amostra;
5. Esfregar o material com movimentos de rotacdo da alca de platina, para se obter um
esfregaco de forma oval, bem fino e uniforme;
6. Deixar secar nas proximidades da chama;
7. Fixar o esfregaco passando a lamina (lado oposto ao esfregago) cinco vezes na chama
do bico de Bunsen (rapidamente).
Feito isso, segue-se a coloragédo de Gram:
1. Cobrir toda a lamina com solug&o cristal violeta (corante roxo), aguardar um minuto;

2. Lavar rapidamente em agua destilada;

13
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3. Cobrir a lamina com solucéo de Lugol (mordente) por um minuto;

4. Lavar em agua destilada;

5. Inclinar a 1dmina e gotejar alcool-acetona ou &lcool absoluto (cerca de 15 segundos);

6. Lavar a lamina rapidamente em agua corrente;

7. Cobrir com fucsina e aguardar 30 segundos;

8. Lavar a lamina em &gua destilada e secar (sem esfregar);

9. Colocar uma gota de dleo de cedro sobre a Iamina e observar em objetiva de imerséo

(100X).

Este procedimento foi executado apos trés passos do estudo:
e Espalhamento com alga de Drigaslki;

e Esgotamento com alca de platina.

2.3 Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA seguiu dois protocolos distintos, um para as culturas de bactérias,
utilizando o kit PureLink Genomic DNA K1820-01 e seguindo as instrucdes do fabricante,
outro para leveduras, seguindo o0 método descrito por PAGANI et al. (2016). Apenas as coldnias
obtidas no meio YP passaram por ambas extracfes. Nas demais coldnias apenas DNA
procariotico foi extraido. A qualidade da extracdo do DNA foi analisada em um gel de agarose
a 1%, corado com brometo de etidio. A voltagem foi ajustada para 70 VV (PowerPacTM Basic
Power Supply, Bio-Rad). Apds a corrida, o gel foi analisado sob radiacdo ultravioleta no
aparelho Gel Dot 1000 Fluorescent Imaging System, Bio-Rad, nimero 170-7520, utilizando

oculos de protecdo. Todas as amostras de DNA foram quantificadas através do fluorimetro
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Quibit® 3.0 (Invitrogen, California, USA), que foi calibrado para quantificar amostras de DNA

dupla fita. A quantificacdo foi realizada de acordo com recomendacdes do fabricante.

2.4 Amplificacdo do DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

2.4.1 Oligonucleotideos

2.4.1.1 Oligonucleotideo 16S do rRNA:

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados foram 515F e 806R (Tabela 1). A
reacao de amplificacdo do DNA para as coldnias isoladas de bactérias foi feita em um volume
de 25 pL. A mistura para uma reacao foi de 18,8 puL de H>O Milli-Q, 2,5 uL de 10X PCR Buffer
(200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 1 uL de MgCl2 (ImM de concentracao final), 0,5
puL de dNTP, 0,5 pL de cada primer, 0,2 de uL de Tag DNA Polimerase e 1 uL do DNA
genémico purificado. A reacdo foi incubada no termociclador de DNA (modelo 170-9703,
MyCyclerTM, Termal Cycler, Bio-Rad). A mistura foi submetida a uma desnaturacao inicial
por 3 minutos a 95°C, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C e 30

segundos a 72°C, e um passo final de 5 minutos a 72°C.

2.4.1.2 Oligonucleotideo 5.8S do rRNA:

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados foram o ITS1 e ITS4 (Tabela 1).
A PCR para identificacéo das leveduras foi feita em um volume de 25 plL. A mistura para cada
reacéo foi de 19,05 de H20 Milli-Q, 2,5 uL de 10X PCR Buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500
mM KCI), 0,75 puL de MgCl. (ImM de concentragéo final), 0,5 uL de dNTP, 0,5 pL de cada

primer, 0,2 de uL de Taqg DNA Polimerase e 1 uL. do DNA gendmico purificado. A mistura foi

15
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submetida a uma desnaturacgéo inicial por 3 minutos a 95°C, seguido de 33 ciclos de 45 segundos

a 95°C, 30 segundos a 55°C e 45 segundos a 72°C, e um passo final de 7 minutos a 72°C.
(TABELA 1)
2.4.2 Analise do produto do PCR:

O produto da PCR foi carregado dentro de pocos em um gel de agarose a 1%, corado
com brometo de etidio. A voltagem foi ajustada para 80 V no aparelho PowerPac™ Basic
Power Supply, Bio-Rad. Apds a corrida, o gel foi analisado sob radia¢do ultravioleta no
aparelho Gel Dot 1000 Fluorescent Imaging System, Bio-Rad, nimero 170-7520, utilizando
6culos de protecdo. O tamanho das bandas foi estimado utilizando marcador de peso molecular

1kb (Promega).
2.5 Sequenciamento e identificacdo genotipica

Todas as amostras foram sequenciadas no equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). O resultado do sequenciamento, obtido na forma de
eletroferograma foi analisado com o programa Unipro UGENE: a unified bioinformatics toolKkit

e as sequéncias obtidas, comparadas com as existentes no banco de dados do NCBI.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Preparacdo das massas madres

O método de preparo das massas madres utilizadas no estudo obteve sucesso, visto que
ambas as massas foram testadas e estédo fermentando pées corretamente. Elas sdo mantidas em
uma proporg¢éo de 150 (massa total / farinha total x 100), ou seja, em uma massa de 60 g, 40 g
sdo de farinha e 20 g de agua. GOBETTI et al. (1994), evidenciaram que a variabilidade de
espécies encontradas na massa madre propor¢do depende de fatores como o grau de hidratacdo
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da massa, o tipo de cereal usado e a temperatura de fermentagcdo e manutencdo da mesma. Do
mesmo modo, segundo DE VUYST; NEYSENS (2005), as massas madres deste estudo séo
classificadas no tipo 1a, as quais séo derivadas de um composto fermentado naturalmente, e séo
compostas por uma microbiota bem adaptada, com alta acidez e resistente a contaminagé&o.
Além disso, eles alegam que a microbiota apresenta um papel importante na acidificacéo,
fermentagdo da massa e na formagdo de aroma. Esses dados, estdo de acordo com as
caracteristicas das nossas massas. As duas massas madres utilizadas nesse estudo possuem 0s
mesmos atributos, foram desenvolvidas e s&o mantidas sob as mesmas condigdes, sendo a Unica
modificagdo na composicdo delas, os micro-organismos que as originaram e as cultivaram.
Assim sendo, antes de qualquer resultado cientifico de identificacdo da microbiota, a analise
das duas massas, permite notar diferencas claras. Em temperatura ambiente, a massa SP leva
de 24 a 30 horas para dobrar de tamanho, enquanto a K em no maximo 8 horas esta com o dobro
de volume apos ser refrescada. E relevante ressaltar também, que, se mantidas a 4°C, a SP
conserva a mesma aparéncia do primeiro dia mesmo ao longo de vérios dias, ja na K nota-se
um metabolismo reduzido, crescendo mais lentamente do que se d& em temperatura ambiente,
mas atingindo o mesmo crescimento no decorrer de alguns dias. Além da velocidade de
reproducéo e fermentacao, percebida visualmente pela presenca de bolhas de ar e um tamanho
muito maior, 0 aroma caracteristico da fermentacdo foi muito presente durante o processo, a
massa K apresentou um “cheiro de leite”, provavelmente resultante da fermentagéo latica, ja na
massa SP, o0 odor marcante da cetona se mostrou presente, oriundo da fermentacéo acética. De
acordo com DAMIANI et al. (1995) e DE VUYST; NEYSENS (2005), a microbiota das massas
madres é caracterizada pela presenca predominante de bactérias heterofermentativas, em
contraste com outros alimentos fermentados. Estas tém como produtos tanto &cido latico quanto

0 &cido acético, além de alcoois e aldeidos, o que € determinante na formagao do aroma.
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3.2 Isolamento e identificagdo microbiana

3.2.1 Isolamento em meios especificos

Todos os meios de cultura obtiveram sucesso na proliferacdo de micro-organismos,
tanto na fase liquida quanto nas placas. Apos o espalhamento com alca de Drigalsky (Tabela 2)
a maioria das placas demonstrou crescimento de mais de uma coldnia, ja as placas que passaram
pelo esgotamento por estrias, foi possivel isolar colénias separadamente. Os meios de cultura
utilizados no nosso estudo vdo de acordo com os citados na literatura, DE VUYST;
VANCANNEYT em uma revisdo publicada em 2007 dizem que o sucesso no isolamento
depende de alguns fatores, sendo o meio utilizado o primeiro deles. O meio MRS é correto para
lactobacilos. Porém, eles mostram também que condi¢des do meio como temperatura, pH,
aerobico/anaerobico podem selecionar espécies diferentes, além disso, disponibilidade de

aminoéacidos e/ou vitaminas especificos também sdo fatores limitantes.

MEROTH et al. (2002, 2003) e VRANCKEN et al. (2011) utilizaram o meio MRS5, o
qual é modificado do MRS tradicional, com a adi¢do de vitaminas e, além disso, contém
cicloheximida (VERA; RIGOBELLO; DEMARIGNY, 2009), um inibidor de sintese proteica
para eucariotos, a fim de evitar o crescimento de leveduras. O meio YP também € bastante
utilizado para crescimento de leveduras, porém obter sucesso no desenvolvimento de leveduras
nos meios de cultura ndo € facil, visto que a densidade de BAL é pelo menos 100 vezes maior
(OTTOGALLI; GALLI; FOSCHINO,1996) (DE VUYST; NEYSENS, 2005) (VRANCKEN et
al, 2011). Portanto, VRANCKEN et al. (2011) adicionaram cloranfenicol a 0,1g/L, um
antibidtico de amplo espectro e além disso, eles testaram o crescimento de BAL e leveduras a
23°C, 30°C e 37°C e a Unica temperatura que ndo cresceu leveduras foi a 37°C. Ainda, VERA,
RIGOBELLO; DEMARIGNY (2009) testaram 11 meios de cultura diferentes para lactobacilos

e concluiram que ndo ha um meio especifico para identificar a complexidade da microbiota de
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uma massa madre, contudo, a combinacdo do MRS-maltose (maltose ao invés de glicose) com
MRS5 seria 0 mais apropriado, apesar disso, 0 meio MRS apresentou resultados muito

satisfatorios para o crescimento de micro-organismos.

3.2.2 ldentificacdo fenotipica de isolados

Utilizamos o método de coloracdo de GRAM para visualizar em microscopia dptica as
bactérias e leveduras apds os isolamentos e assim caracterizar fenotipicamente a microbiota de
cada meio de cultura. Todos os meios apresentaram crescimento de micro-organismos e foi
possivel sua visualizagdo. Em alguns meios, mesmo com um processo cuidadoso de retirar uma
pequena parte do material isolado (encostando levemente), as laminas ficaram bastante densas,
demonstrando que ainda havia uma microbiota muito populosa, com cocos e bacilos GRAM
positivos € GRAM negativos. Houve também um padrao em algumas laminas de um “tapete”
de cocos GRAM negativos com aparecimento de bacilos GRAM positivos espacadamente

sobre 0S mesmos.

(TABELA 2)

Apds um ou dois isolamentos, ainda assim alguns meios apresentavam mais de uma
espécie dentro de uma colbnia aparentemente isolada. A figura 2, de uma col6nia obtida da
massa madre de kombucha, retirada do meio MRS representa claramente esse padrdo, todas as
imagens sdo de ‘uma mesma colonia’, apesar de claramente ndo ser apenas uma coldnia.
Apesar de todas as placas apresentarem crescimento, no meio YP, o qual seria para selecionar
leveduras, ndo foi possivel a visualizacdo das mesmas no microscopio, estando as laminas
tomadas por bactérias. As possiveis razdes para tal foram discutidas no tépico do meio de
cultura. Tanto as bactérias Gram positivas quanto as Gram negativas foram identificadas na

maior parte das coldnias isoladas.
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(FIGURA 2)

3.4 Amplificacdo do DNA por PCR

A amplificacdo do gene 16S rRNA obteve resultado positivo para todas as amostras, ou
seja, DNA procaridtico foi amplificado com sucesso, o que foi visualizado na anélise do produto
do PCR em gel de agarose. Os primers utilizados, 515F e 806R, para amplificar a regido
hipervaridvel V4 do gene foram desenhados pela primeira vez por CAPORASO et al. (2011)
para utilizagdo no sequenciador MiSeq. Desde entdo, diversos estudos foram desenvolvidos
utilizando esses primers (TREMBLAY et al, 2015) (WALTERS et al, 2016) para identificacdo
de microbiota bacteriana, de sementes (BARRET et al, 2015) a intestino de ratos (CHOO et al,
2017). Esses primers sdo universais, visto que amplificam um fragmento conservado nas
bactérias, uma pequena regido do gene 16S do RNA ribossémico, assim, possuem um
rendimento muito satisfatorio. MICHEL et al. (2016) caracterizaram a microbiota de 16 massas
madres organicas na Franca, e também utilizaram em sua pesquisa 0s mesmos primers do nosso
estudo. DE VUYST; VANCANNEYT (2007) elucidaram que a amplificagdo parcial do gene
16S rRNA é uma boa abordagem independente de cultura para estudar a biodiversidade de

ecossistemas microbiolégicos.

A PCR para o gene 5.8S rRNA teve apenas duas amostras com o DNA eucaridtico
amplificado com sucesso. Os primers ITS1 - ITS4 amplificam o espago entre subunidades, a
regido chamada 5.8S do RNA ribossomico de leveduras (YAGMUR et al., 2016). No
Cromossomo, esses genes estdo em sequéncia, a subunidade pequena, a regido ITS e a
subunidade grande (ESTEVE-ZARSOZO et al, 1999). Segundo VALENTE et al. (1996) essa

tem se mostrado uma das melhores maneiras de identificar leveduras, visto que as regioes
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ribossdmicas apresentam baixo polimorfismo intraespecifico e alta variabilidade

interespecifica.

3.5 Sequenciamento e identificacdo genotipica

As amostras amplificadas foram sequenciadas pelo método de Sanger (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977). Das 12 amostras, uma (8,33%) se mostrou inconclusiva e cinco
(41,66%) apresentaram identidade inferior a 97%. Assim sendo, seis (50%) amostras foram
corretamente identificadas. Dessas, metade (trés) de cada massa madre, mas apenas uma do
meio MRS (Tabela 3). Contudo, o meio YP n&o selecionou apenas leveduras, bactérias também
foram identificadas nesse meio, as provaveis raz@es ja foram discutidas nos tépicos anteriores.
As amostras, apresentam resultados bem caracteristicos e vdo de acordo com o0 que esta
publicado na literatura. A levedura Saccharomyces sp. estd presente na microbiota da
Kombucha (JAYABALAN et al, 2014), assim como Lb. brevis € uma bactéria muito comum
em massas madres (GOBBETTI, 1998) (DE VUYST; NEYSENS, 2005) (CORSETTI,
SETTANNI, 2006) (DE VUYST; VANCANNEYT, 2007). MINERVINI et al. (2012)
utilizaram sete massas madres diferentes padarias artesanais do sul da Italia para caracterizar a
microbiota, nelas foram identificados diversos géneros, incluindo Lactobacillus e Acetobacter.
Este altimo, entretanto, é pouco influente no aroma e sabor acido das massas madres, sendo as
préprias lactobacilos heterofermentativas as responsaveis por tal funcdo (DE VUYST;

NEYSENS, 2005).

Um resultado intrigante que necessita maiores estudos para 0 seu entendimento é o
aparecimento de duas espécies do género Aneurinibacillus, A. aneurinilyticus e A. migulanus
na massa madre obtida a partir da Kombucha. Ambas espeécies, recentemente descritas por

HEYNDRICKX et al. (1997), anteriormente eram classificadas como cepas de Bacillus brevis.
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Estas bactérias sdo bacilos GRAM positivo, estritamente aerdbicas e apresentam crescimento
6timo na temperatura de 37°C, a mesma temperatura utilizada para crescimento de micro-
organismos nos meios de cultura neste estudo. Até hoje, elas nunca foram encontradas em
microbiota de massa madre, fato que alimenta o questionamento acerca de sua presenca nesta.
Além disso, elas sdo citadas como bactérias presentes no solo. ALENEZI et al. (2017)
demonstraram que A. migulanus pode ser utilizado como agente de biocontrole contra uma série
de patégenos conhecidos por atacar vegetais, eles conseguiram, por exemplo, impedir a
infeccdo de plantas de tomate pelo fungo Botrytis cinerea, conhecido por causar necrose,
inoculando A. migulanus no meio de cultura contaminado com o fungo. JA& AGUIAR,;
CASTRO-SILVA (2010) investigaram a possivel utilizacdo desta espécie como
biorremediadora de solos contaminados com carvdo e metais pesados. Eles confirmaram a
resisténcia dessas bactérias em meios com zinco, cddmio, cobre, selénio, niquel e chumbo e a
formacao de siderdforos pelas mesmas, isto é, elas metabolizam os metais, formando proteinas
que quelam o ferro, presente no solo de forma oxidada, deixando-o disponivel para as raizes
das plantas absorverem esse nutriente (BENITE et al, 2002). Uma investiga¢cdo da microbiota

presente na Kombucha pode esclarecer o aparecimento dessas bactérias na massa madre.

GANZLE; RIPARI (2016) publicaram uma revisdo que vai muito de acordo com o
presente estudo. Nela, eles decorrem sobre a importancia de analisar diversos fatores para
entender a composi¢do da microbiota, como 0 ambiente de preparo, a farinha, os utensilios e
inclusive a microbiota das pessoas que manipulam as massas. Eles ainda complementam
comparando a influéncia do tempo de fermentacdo com as espécies dominantes da massa
madre. Lactobacillus sanfrancisencis é a espécie mais citada em estudos de microbiota de
massa madre em todo o mundo, contudo, em massas com fermentagdo longa (48h) em
temperaturas altas ela ndo aparece com frequéncia, provavelmente pela competitividade em

ambientes mais restritivos. Neste estudo, Lb. sanfrancisencis ndo foi identificada, mas a
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presenca de Lb. brevis, segundo DE VUYST et al. (2014), demonstra a importancia do indculo
inicial para a coloniza¢do da massa madre, visto que Lb. brevis é associada a origens botanicas

e a identificagdo dessa bactéria se deu na massa madre originada pela casca de banana.

O método de identificagdo de microbiota independente de cultura, que é o caso do
processo molecular de PCR e sequenciamento de DNA pode se dar de diversas maneiras. Neste
trabalho, foi amplificado um fragmento do gene 16S rRNA universal para bactérias, o que ndo
€ 0 mais usual em pesquisas de microbiota de massa madre. MICHEL et al. (2016), por
exemplo, amplificaram o gene rRNA 16S completo (aprox. 1500 pb) e, além disso, elas
utilizaram trés primers para discriminar Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum
e Lactobacillus pentosus em um PCR multiplex, alegando que as BAL sdo dificeis de distinguir

utilizando primers comuns a todas as bactérias.

Isto demonstra que a identificacdo de lactobacilos é uma tarefa complexa e utiliza
metodologias especificas voltadas para tal fim. Um método de amplificacdo de DNA muito
utilizado por pesquisadores para caracterizar microbiota de massa madre é 0 RAPD-PCR (DNA
polimorfico amplificado randomicamente), o qual permite a identificacdo de DNA em amostras
com espécies diferentes e/ou desconhecidas (MEROTH et al, 2003) (MINERVINI et al, 2012)
(VENTURINI et al, 2012). Segundo VOGEL; EHRMANN (2008), esse método € considerado

0 mais rapido e mais barato para detectar polimorfismos genéticos.

Por fim, € importante destacar que a metodologia de trabalho durante o processo de
cultura em laboratorio, utilizando diferentes condicGes de cultivo, é um fator que influencia na
selecdo e por consequéncia identificacdo molecular de determinadas espécies, como citado

anteriormente no topico 3.2.

(TABELA 3)
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4. Conclusao

Conforme a metodologia utilizada neste trabalho, néo foi possivel concluir a microbiota
predominante nas massas madres estudadas. Entretanto, houve identificacdo de espécies
sequenciadas, podendo ser feito um quadro de dominancia. Na massa madre preparada com o
substrato “casca de banana”, a microbiota encontrada é bacteriana, composta por Acetobacter
sp. e Lb. brevis, entre outros. Ja a microbiota associada a massa madre obtida a partir do
substrato “kombucha” apresentou uma composi¢do heterogénea de bacilos como

Aneurinibacillus sp. e Bacillus sp, além de leveduras como Saccharomyces sp.

5. Consideracdes Finais

O estudo de massas madres ao redor do mundo esta em plena ascensao, ainda que no
Brasil haja pouca literatura publicada sobre o assunto. Por isso, esta e outras pesquisas nesta
area podem ser consideradas novidades cientificas e, com o avango dos estudos da ciéncia dos
alimentos, vem a tona a sua complexidade e a necessidade de conhecimento das variadas
técnicas metodoldgicas que ela requer. O objetivo desse trabalho foi caracterizar a microbiota
presente em duas massas madres obtidas a partir de origens diferentes. Para tanto, efetuou-se
cultivo e isolamento de colonias em diferentes meios de cultura e amplificacdo e
sequenciamento de DNA, métodos dependentes e independentes de cultura, respectivamente.
Os resultados obtidos, no entanto, apenas abriram as portas da compreensdo do papel da
microbiota das massas madres e, consequentemente, a sua influéncia nos pées. Vale ressaltar
que simples mudangas no desenho experimental podem gerar resultados mais satisfatorios, sao
elas: meios de cultura especificos (MRS5, YP + antibidtico), variacdo na temperatura de
cultivo, utilizacdo de camara anaerdbica para crescimento de BAL, primers especificos de

BAL, diferentes temperaturas de anelamento na PCR. Contudo, esse é um trabalho que requer
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mais tempo e recursos para ser elaborado com a devida atencéo que sua complexidade requer.
Com isso, ainda que esta pesquisa tenha sido importante para incrementar a discusséo, fica a

necessidade de continuar os estudos para obter respostas mais conclusivas e esclarecedoras.
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Tabelas:

Tabela 1. Informacdes detalhadas dos primers utilizados neste estudo.

Gene

Tamanho

i a A e ’_ 79 ~ .
Primer alvo TA (pb)P Sequéncia (5’- 3°) Referéncia
515-F° GTGCCAGCMGCCGCGGTAA  CAPORASO

16S 300
806-R¢ GGGACTACHVGGGTWTCTAAT  etal. (2011)
ITS1-F° 55°C TCCGTAGGTGAACCTGCGG
¢ 58S 800 WHITE et al.
ITS4RE > TCCTCCGCTTATATGC (1990)

a: Temperatura de Anelamento; b: Tamanho do fragmento em pares de base; c: Primer Forward; d: Primer Reverse.

Tabela 2. Identificacdo dos isolados obtidos de duas massas madres de diferentes substratos.

Substrato Isolado _Orlgem do Coloracéo da colbnia
isolamento
1 Bege
Agar MRS
2 Branca
Casca de banana 3 Bege
(SP) Agar YP
4 Branca
5 Agar TSB Incolor
6 Agar MRS Incolor
7 Branca
Agar YP
Kombucha (K) 8 Bege
9 Branca
Agar TSB
10 Bege
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Tabela 3. Identificagcdo dos isolados pelo sequenciamento dos genes 16S rRNA e 5.8S

rRNA.
Substrato  Isolado _Orlgem de Espécie Identidade G::nBank
isolamento N~ acesso
3 Agar YP Acetobacter g4 g0, WS9
tropicalis
2 Agar MRS Acetobacter  gg 550 WS9
tropicalis
Casca de 4 Agar YP Lactobaplllus 98.55% 0TG001
banana brevis
1 Agar MRS Acetobacter o g eo0x 1Mc
tropicalis
5 Agar TSB Uncultured g9 2406 saliva203
bacterium clone
10 AgarTsg  Aneurinibacillus g0 400 \cEvILg
aneurlnllytlcus
8 Agaryp  Aneurinibacillus g 4200 51995
migulanus
8 Agar YP Saccharomyces  gg 399, ESA 47
Kombucha Sp.
7 Agar YP Sacc“ig’myces 96,47%*  MVCH-J15
7 Agar YP Bacillus cereus  93,09%* KS12A 2
9 Agar TSB Bacillus 93,80%* R-4

thuringiensis

* Identidade inferior a 97%.
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Figuras:

Figura 1:

Figura 1: Producdo de substratos (cultura starter) para duas massas madre. a. caldo

fermentado com casca de banana por 48h; b. Caldo da kombucha.

Figura 2:
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Figura 2: Fotografias tiradas do microscépio na lente de 100x de uma coldnia supostamente

isolada. Nota-se a presenga de bactérias gram positivo e gram negativo. Origem: Kombucha;

Meio: MRS. Isolado n° 6.
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