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RESUMO

A fermentacdo do cacau € realizada por microrganismos , dentre eles
leveduras, bactérias acéticas e laticas, que sao responsaveis pelas reacdes
bioquimicas que ocorrem ao longo da fermentagdo. Paises como, Gana,
Republica Dominicana, Costa do Marfim e Indonésia, ja realizaram estudos
sobre as bactérias acéticas atuante na fermentacdo do cacau, porém tem-se
percebido que esta variabilidade é influenciada devido as condi¢Bes climaticas
e fatores do processo fermentativo como: duracéo, disponibilidade de substrato
e condicdes de pH favoraveis para a multiplicacdo microbiana no decorrer do
processo fermentativo. Devido ao crescente interesse internacional na regiao
amazonica, este estudo foi conduzido com o intuito de isolar e identificar
bactérias acéticas presentes no cacau amazoénico. No processo fermentativo foi
confirmada a contaminagéo por Staphylococcus aureus, nas cascas dos frutos
e nas folhas de bananeiras. Os parametros fisico-quimicos avaliados durante
as trés fermentacdes confirmou a importancia da relagdo do crescimento
microbiano em funcdo dos valores de pH e temperatura favoraveis para o
desenvolvimento das bactérias acéticas e aerobias mesofilas. Foram isoladas
81 cepas de bactérias acéticas sendo 37 caracterizadas do género Acetobacter
e 44 como Gluconobacter, o melhor tempo de crescimento foi com 48 horas de
fermentacdo, devido condicbes ideais de pH e temperatura e a maior
disponibilidade de nutrientes no meio. Os isolados foram submetidos a testes
bioguimicos para diferenciacdo em nivel de espécie, sendo identificadas duas
espécies do género Acetobacter e nenhuma do género Gluconobacter. As
espécies Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurins, foram as duas espécies
encontradas. Para a espécie A. aceti foram identificadas 14 cepas nos tempos
12, 24 e 36 horas de fermentacdo, ja a espécie A. pasteurins foram

encontradas 4 cepas no tempo 96.

Palavras-chave: Cacau, Microorganismos, Fermentacdo, Acetobacter;
Gluconobacter.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

ABSTRACT

The fermentation of cocoa is made by microorganisms, including yeasts, lactic
and acetic bacterias, which are responsible for the biochemical reactions that
occur throughout the fermentation. Countries like Ghana, Dominican Republic,
Ivory Coast and Indonesia, has conducted studies about acetic bacteria active
in the fermentation of cocoa, But it has been perceived that this variability is
influenced due to climatic conditions and factors from fermentation process,
such as: duration, availability of substrate and pH conditions favorable for
microbial growth during the fermentation process. Due to the crescent
international interest in the Amazon region, this study was conducted in order to
isolate and identify acetic bacteria present in cocoa Amazon. In the
fermentation process was confirmed contamination by Staphylococcus aureus
on peels of fruits and leaves of banana trees. The physico-chemical parameters
evaluated during the three fermentations confirmed the importance of the
microbial growth in function of pH and temperature favorable for the
development of acetic bacteria and aerobic mesophilic. Were isolated 81 strains
of acetic bacteria, which 37 characterized the genus Acetobacter and 44
Gluconobacter with the best growth time on 48 hours of fermentation, because
the ideal conditions of pH and temperature and higher nutrient availability in the
environment. The isolates were submitted to biochemical tests to differentiate
the species level, where were identified two species of the genus Acetobacter
and any of Gluconobacter genus. The species Acetobacter aceti and
pasteurins, were the two species found. For the species A. aceti were identified
14 strains in time 12, 24 and 36 hours fermentation, while for the species
A.pasteurins, four strains were found at time 96.

Keywords: Cocoa, Microorganisms, Fermentation, Acetobacter, Gluconobacter.
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INTRODUCAO

As sementes de cacau sao a principal matéria-prima para a producao de
chocolate com ou sem qualidade. Fatores como cultivo, tratamento, pos-
colheita e processamento sao essenciais para a obtencdo da matéria prima de
boa qualidade (WOOD; LASS, 2001).

A fermentacdo do cacau € realizada por varios microrganismos:
leveduras, bactérias lacticas e bactérias acéticas, e cada grupo se desenvolve
de acordo com as condi¢cdes propicias do meio. As condi¢cbes iniciais de
anaerobiose permite o crescimento de leveduras que produzem etanol a partir
dos acUcares presentes na polpa. Além disso, as leveduras pectinoliticas
removem a polpa, permitindo a entrada de ar na massa (SCHWAN et al., 1996;
SCHWAN; WHEALS, 2004). Em sequéncia as bactérias laticas convertem
etanol e o acido citrico presente na polpa em acido latico e, quase que
paralelamente as bactérias acéticas produzem &cido acético a partir da
oxidac&o do etanol (HONORE et al., 2010).

A difusdo do &cido acético no meio resulta principalmente na perda de
germinacdo da semente e nas reacdes enziméticas no interior das sementes
(WOLLGAST; ANKLAN, 2000; SCHWAN; WHEALS, 2004). O acido acético,
atua diretamente na hidrélise das proteinas e da sacarose, liberando
aminoacidos livres e acguUcares redutores, e na mudanca de pH que atua
indiretamente na ativagédo de enzimas do gérmen e do cotilédone.

A atividade das bactérias acéticas € essencial para a producédo de
chocolate com alta qualidade, pois as mesmas atuam também na oxidacdo das
antocianinas e condensacao das proteinas com o0s taninos, sendo que esta
ltima reacédo favorece a perda de adstringéncia para a qualidade do chocolate
(BRITO et al., 2000).

Estudos realizados sobre a diversidade de espécies de bactérias
acéticas envolvidas na fermentacdo do cacau em Gana e na Republica
Dominicana observaram que a variabilidade da microflora € influenciada devido
as condi¢des climéticas e fatores do processo fermentativo como: duracgéo,

disponibilidade de substrato e condi¢cdes de pH favoraveis para a multiplicagéo



destas no decorrer do processo fermentativo (ARDHANA; FLEET, 2003; CAMU
et al., 2007).

Tendo em vista o papel importante das bactérias acéticas para a
qualidade do chocolate e a escassez de pesquisas sobre a fermentacdo do
cacau e sua microflora na regido amazonica, este estudo teve como objetivo a

caracteriza¢do bioquimica das bactérias acéticas do cacau amazonico.



CAPITULO 1

ESTUDO DA DIVERSIDADE DAS BACTERIAS ACETICAS NA
FERMENTACAO DO CACAU AMAZONICO: UMA REVISAO

1. INTRODUCAO

A fermentacdo do cacau € realizada essencialmente por microrganismos
dentre eles as bactérias acéticas tem sido frequentemente estudadas na
fermentacdo em varios paises, devido seu papel fundamental durante o
processo fermentativo.

Com a multiplicacdo das bactérias acéticas na fermentacdo do cacau,
ocorre a producdo de acido acético e este desempenha um papel importante
na hidrélise das proteinas no cotilédone. Além disso, o acido é responsavel
pela permeabilizacdo das enzimas excretadas pelas leveduras e, juntamente
com o acido latico oferecem condicBes ideais de pH para as reacles
enzimaticas no interior das sementes na fase de quimiofermentacdo (CAMU et
al., 2008).

A fase de quimiofermentacdo processa-se independentemente da
presenca de células vivas, enzimas presentes no interior das sementes, tais
como; glicosidases, proteases e polifenoloxidases sao ativadas, devido a
difusé@o do conteudo celular e mudanca do pH no meio, ocorre também a morte
da semente, que a partir deste momento se denomina améndoa (FORSYTH,;
QUESNEL, 1963; ZAHOULI et al., 2010).

Embora todas as fases da tecnologia pés-colheita do cacau sejam
importantes para a obtencdo de um cacau comercial de boa qualidade, é
durante a fermentacdo que ocorrem as transformacdes mais acentuadas no
exterior e no interior das sementes (FERRAQ, 2008).

Esse capitulo tem como objetivo realizar uma revisdo sobre a
fermentacdo do cacau, técnicas de isolamento e identificacdo de colonias de

bactérias do acido acético, usando testes bioquimicos convencionais.



1.1 O CACAU

1.1.1 Aspectos gerais

No cenario internacional do cacau, segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO), desde meados da década de 1990, o Brasil vem ocupando
a quinta maior producdo dentre os paises produtores, atras da Costa do
Marfim, Indonésia, Gana e Nigéria. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil produziu 200,00 mil toneladas de cacau
(améndoa) em 2011, sendo as Regides Norte/ Nordeste responsaveis por mais
de 96% dessa producéo.

A cacauicultura paraense é explorada basicamente por pequenos
produtores, destacando-se como uma das mais competitivas do mundo,
principalmente quando se considera a produtividade média (850 kg/ha) e o
baixo custo de producéo da lavoura (US$ 800,00/t), observados no Territério da
Transamazonica, zona que concentra 77% da producédo estadual (CEPLAC,
2010).

O Para é o segundo maior produtor brasileiro de cacau, sendo o Estado
da Bahia o primeiro. Segundo o IBGE, a safra 2011/2012, produziu 60 mil

toneladas, com um crescimento aproximadamente de 25%.

1.1.2 Variedades

O cacau é um fruto muito popular, pois a partir de sua semente é obtido
um dos alimentos mais conhecidos e apreciados: o chocolate. Seu sabor é
condicionado nédo apenas a atributos genéticos do cacaueiro (variedade), como
também a modificacbes que ocorrem durante seu beneficiamento (BECKETT,
1994).

Existem trés subespécies de (Theobroma cacao L.) que sdo mais
utilizadas na producdo de chocolate, o Crioulo, variedade mais cultivada na
América Central e do Sul, Forasteiro, variedade do alto e baixo Amazonas no
Brasil (THOMPSON, 2001), e o Trinitario é a ultima espécie resultante da
hibridizacdo entre Forasteiro e Crioulo. As variedades Trinitario e Crioulo
produzem um chocolate considerado de qualidade excelente e suave aroma e
sabor (BECKETT, 1997).



Os frutos do cacau Crioulo sao caracterizados pelas sementes brancas
ou de coloragdo purpura muito clara, o que esta relacionado com a pouca ou
nenhuma quantidade de antocianinas encontrada nessas sementes (ELWERS
et al., 2009).

Fonte: EMBRAPA (2011)

Figura 1. Cacau Crioulo e Forasteiro respectivamente

A variedade Forasteiro é caracterizada pelas sementes achatadas, de
forma quase triangular, e se encontram firmemente alojadas a polpa (LAJUS,
1982), representa 95% de toda producdo mundial de cacau devido a maior
produtividade e resisténcia a pragas e doencas. Essa variedade produz um
chocolate com sabor mais acido e adstringente (BECKETT, 1997).

O cacau pertencente ao grupo Forasteiro € a variedade mais difundida
mundialmente, sendo predominante no Brasil na regido da Bahia e Amazonica
(CEPLAC, 1998).

A variedade Trinitario apresenta sementes que variam de amarelo ao
roxo. O chocolate originado desta variedade € considerado de qualidade
intermediaria sendo cultivado na Malasia e Indonésia (BECKETT, 1997).

Dois outros cultivares, tradicionais tem sido descritos: Nacional e
Amelonado. Essa nova classificacdo que reflete melhor a diversidade genética,
ao invés da tradicional, propde a classificacdo do germoplasma de cacau em
10 grupos: Marafon, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado,
Purus, Nacional e Guiana, ao invés da classificacdo tradicional em Crioulo,
Forasteiro e Trinitario (MOTAMAYOR et al., 2003, 2008).



1.1.3 Fermentacédo das sementes do cacau

A fermentacdo € uma etapa essencial para a obtencdo de améndoas
de boa qualidade e ocorre de maneira rudimentar e empirica até os dias atuais.
As sementes sdo amontoadas em caixas de madeira, caixas plasticas, sacos
de lona, cestas ou em bandejas e sé&o cobertas e/ou forradas com folhas de
bananeira, durante 5 a 7 dias onde ocorre a fermentacdo e a cura das
sementes (ROHAN, 1964; BECKET, 1997). O tempo requerido para
fermentacdo das sementes é variavel, de acordo com o tipo de cacau. As
sementes do grupo Forasteiro sdo geralmente fermentadas por periodos
superiores ha cinco dias (BECKETT, 1994).

Fonte: AGROCIM (2011).

Figura 2. Fermentac&o natural do cacau.

Grimaldi (1978) propds o uso de caixas de madeira para fermentacao,
sendo composta por trés compartimentos, possuindo forma e volume
adequados para cada uma das fases de fermentacao (anaerdbia e aerdbia). As
sementes inicialmente sdo espalhadas no primeiro compartimento da caixa;
apos as primeiras 48 horas sao transferidas para o segundo compartimento e
depois de 96 horas para o terceiro compartimento. A remocao das sementes é
realizada para a entrada de ar na polpa e para drenagem do liquido, oriundo da
acdo microbiana na polpa. Apés as primeiras 48 horas os revolvimentos

ocorrem em intervalos de 24 horas.



O processo de fermentagdo envolve a acado de microrganismos que
levam a alteracdes fisicas e quimicas ao longo da fermentacdo. Durante a
primeira fase (48 horas) da fermentacdo as leveduras e bactérias lacticas
consomem acgucares da polpa e acidos organicos (citrico), com producéao de
etanol e lactato (LOPEZ, 1986). Apds as primeiras 48 horas, as leveduras
pectinoliticas degradam a polpa das sementes, drenando o liquido preso no
interior da mesma, aumentando a aeracédo e favorecendo o estabelecimento de
bactérias acéticas (SCHWAN; WHEALS, 2004).

A producdo de acido acético a partir da oxidacdo do etanol pelas
bactérias acéticas produz dioxido de carbono e calor, aumentando a
temperatura da massa, que pode chegar a valores préximos a 50°C (SCHWAN;
WHEALS, 2004). O calor e 0 acido acético causam a morte do gérmem das
sementes, com consequente perda da membrana seletiva permeavel
(FORSYTH; QUESNEL, 1963; BIEHL et al., 1982).

Posteriormente ocorre a cura das sementes também conhecida como
“‘quimiofermentacado” ou segunda fase. Nesta fase, as enzimas do cacau séo
ativadas em decorréncia da difusdo do conteddo celular, tais como;
glicosidases, proteases e polifenoloxidases, e ocorre a morte da semente
caracterizando o aparecimento da améndoa de cacau. Em geral, as proteinas
sdo hidrolisadas a aminoacidos livres, polifendis sdo parcialmente
transformados, acucares sao hidrolisados, formando acidos volateis. Nesta
fase as reacbes de hidrélise e oxidacdo dos pigmentos, bem como a
condensacdo dos flavondides caracterizam a cor marrom das sementes
(FORSYTH; QUESNEL, 1963; ZAHOULI et al., 2010).

Portanto, os produtos da fermentacéo (etanol, acetato e lactato), além do
calor afetam diretamente os componentes da semente, causando importantes
alteracdes bioquimicas para o desenvolvimento do sabor do chocolate, cor,
e aroma (THOMPSON et al., 2001).

A temperatura pode ser um indicador muito bom de acompanhamento
da fermentacdo, se o aumento for muito lento ou se néo for alcancado uma
temperatura suficientemente alta, o produto obtido serd constituido de
sementes mal fermentadas (ZAMALLOA, 1994).



A préatica de revolvimentos durante a fermentacdo é uma forma de
controlar a elevacdo excessiva da temperatura e também do nivel de acidos,
(SCHWAN et al.,, 1990). Segundo Forsyth e Quesnel (1963), o primeiro
revolvimento deve ser realizado 24 horas ap0s o inicio da fermentacdo. Em
trabalho realizado por Gélvez et al., (2007), os revolvimentos foram realizados
no tempo 24, 48 e 96 horas.

O acompanhamento de alguns parametros € utilizado como referéncia
de uma fermentacdo bem sucedida, entre eles: o tempo de processamento, a
temperatura do ambiente e da massa, o revolvimento, pH e a acidez da polpa,
o sistema de fermentacdo e microbiota existente.

1.1.4 Diversidade microbiana no cacau

A contribuicdo dos microrganismos na fermentacdo est4d além da
realizacdo da fermentacdo alcodlica e acética. Estes estdo associados ao
desenvolvimento de sabor na producdo de compostos volateis através do
metabolismo secundario (HANSEN et al., 1998; SCHWAN; WHEALS, 2004).

A microflora na fermentacdo do cacau (leveduras, bactérias lacticas e
bactérias acéticas) pode variar de acordo com as condicdes ambientais,
disponibilidade de nutrientes, localizacdo geogréfica, dentre outros (CAMU et
al., 2007; NIELSEN et al., 2007). O desenvolvimento dos microrganismos que
participam da fermentacdo é propiciado pela polpa mucilaginosa que envolve
as sementes de cacau, caracterizada por conter cerca de 80 a 90% de agua,
10-13% de acucares e pH variando entre 3,5-3,6 (FORSYTH; QUESNEL,
1963).

A polpa atua como substrato para o0 crescimento espontaneo de
microrganismos, que sao provenientes principalmente do solo, ar, superficie
dos frutos, folhas de bananeira, maos e utensilios dos manipuladores (ICMSF,
1998). A composicao da polpa é um fator que interfere diretamente na selecao
da microflora fermentativa, tendo em vista que a proporcdo de acucares varia
em funcéo da idade do fruto (SCHWAN; WHEALS, 2004).

As leveduras constituem a populagdo microbiana predominante nos
primeiros dias de fermentagcédo, em virtude de seu crescimento ser favorecido

pela presenca de acidos organicos (principalmente acido citrico), riqueza em



acucares fermentéveis e baixo conteudo de oxigénio da massa (JESPERSEN
et al.,, 2005). Estas desempenham um papel importante na fermentacao,
promovendo condicdes favoraveis para o crescimento das bactérias. Além de
disso, produzem compostos volateis, como aldeidos, cetonas, alcodis, terpenos
e ésteres, que contribuem significativamente com o sabor e aroma do
chocolate (SCHWAN; WHEALS, 2004).

As bactérias laticas crescem por volta de 36 horas apds o inicio da
fermentacdo mediante as condi¢cdes favoraveis de pH e microaerobiose
proporcionadas pela fase anterior. Prevalecem por um curto periodo 16 a 24
horas. Metabolizam os aclUcares remanescentes evidenciando a degradacdo
da polpa e originando, entre outros metabdlicos, o acido latico que ira propiciar
condicBes de pH e aeracdo favoravel para o crescimento de bactérias acéticas
(SCHWAN; WHEALS, 2004; KOSTINEK et al., 2008).

A presenca de alcool resultante da reacdo ocorrida nas primeiras 48
horas, propicia um ambiente favoravel para as bactérias acéticas existentes no
meio que oxidam o etanol a acido acético. O cacau nesta fase tem um cheiro
marcado a vinagre (FERRAO, 2008). A oxidacdo do etanol é uma reacéo
altamente exotérmica e eleva a temperatura a valores proximos de 50 °C
(GALVEZ et al., 2007).

1.1.5 Caracteristicas e metabolismo das bactérias acéticas

As bactérias acéticas compreendem a familia da Acetobacteriaceae
sendo considerados microrganismos Gram negativos, com morfologia
elipisiodais, em forma de bastonetes ou cocos, ocorrendo isoladas aos pares
ou em cadeias. Podem ser moveis, ou ndo, com flagelos peritriquios ou polar,
nao formam esporos, aerdbias e podem oxidar aclcares e demais metabdlicos
secundarios, como alcool de baixo peso molecular (HOLT et al.,, 1994;
RASPOR; GORANOVIC, 2008).

A temperatura 6tima de crescimento € 30°C, as bactérias do acido
acético sao catalase positivas, o pH 6timo para crescimento € entre 5 e 6,5,

também podem crescer em valores baixos de pH de 3 a 4,(HOLT et al., 1994).
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Os géneros pertencentes a esta familia sdo: Granulibacter, Acidomonas,
Asaia, Kozakia, Neoasaia, Swaminathania, Saccharibacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter e Acetobacter. Neste Ultimo temos espécies capazes de
realizar a oxidacdo completa do etanol convertendo-o em gas carbénico e agua
(HOLT et al., 1994; FRANCO; LANDGRAF, 2005; BARTOWSKY; HENSCHKE,
2008).

Em geral as bactérias do &cido acético pertencentes, ao género
Acetobacter tem sido encontrada com maior frequéncia do que aquelas do
género Gluconobacter na fermentacdo do cacau (CAMU et al., 2007), devido a
capacidade das primeiras em crescer na presenca de etanol. Os métodos
comumente utilizados para identificacdo destas em nivel de espécie estédo
baseados na diferenciacao fisiolégica e bioquimica, tais como: crescimento em
etanol, producdo de pigmentos e fermentacdo de carboidratos (TOIT;
LAMBRECHTS, 2002).

Uma variedade de mais de 100 espécies de bactérias acéticas em
diferentes ecossistemas ja foram encontradas (FLEET, 1999). Durante a fase
aerdbica na fermentacdo do cacau, Acetobacter pasteurianus € a principal
espécie de bactérias acéticas, que participa da fermentacdo espontanea do
cacau (SCHWAN; WHEALS, 2004).

Na presenca de etanol, estas sdo capazes de produzir 4cido acético
como produto da oxidacdo incompleta realizada pelo metabolismo respiratério
desses microrganismos (ROMANOA et al., 2000). A via metabdlica ocorre no
citoplasma e também no periplasma pela atuacdo de duas enzimas: alcool
desidrogenase (AIDH) e acetato desidrogenase (ACIDH) (HUTKINS, 2006).

Tais reacdes de oxidacao correspondem a fermentacdo oxidativa, pois
envolvem a oxidacdo incompleta do alcool acompanhada pelo acumulo de
grande quantidade dos metabdlicos formados no meio de crescimento (LU;
LEE; SCHE, 1999; HUTKINS, 2006).

1.1.6 Selecao das bactérias acéticas

Os géneros de bactérias mais relatados na fermentacdo das sementes
do cacau sdo: Acetobacter e Gluconobacter apresentando uma diversidade de

mais de 40 espécies. Dentre estes 0 género Acetobacter tem preferéncia por
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metabolizar etanol e o0s demais géneros acucares como a frutose
(BAMFORTH, 2005; YAMADA, 2008).

Nielsen et al., (2007) encontrou as espécies Acetobacter syzygii, A.
pasteurianus, e A. tropicalis como predominantes no processo de fermentacdo
em Gana. Acetobacter lovaniensis também foi encontrada na fermentacéo na
Indonésia e Republica Dominicana (ARDHANA; FLEET, 2003; GALVEZ et al.,
2007).

Tabela 1. Diferencas bioguimicas entre os principais géneros encontrados na
fermentacao do cacau.

Propriedade Acetobacter Gluconobacter
Temperatura étima de crescimento (°C) 25-30 25-30
pH étimo 54-6.3 55-6.0
Oxidacao completa de etanol + -
Oxidacao de Lactato + -

Fonte: HUTIKINS, 2006.

Os métodos frequentemente utilizados para identificacdo desses
microrganismos estdo baseados em diferenciacfes fisiolégica e bioquimica,
tais como: crescimento em etanol, producédo de pigmentos e fermentacdo de
carboidratos (TOIT; LAMBRECHTS, 2002).

Entretanto ainda n&o ha trabalhos de identificacdo bioquimica para
diferenciacdo dos géneros e espécies de bactérias acéticas presente no cacau
amazonico. Tendo em vista o papel importante desses microrganismos para a

obtencéo do chocolate de boa qualidade.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
BIOQUIMICA DAS BACTERIAS ACETICAS.

1. INTRODUCAO

Progressos significativos tém sido realizados na ultima década sobre a
diversidade das espécies microbianas associadas a fermentacdo do cacau e
sobre o perfil de crescimento das espécies em todo 0 processo em varios
paises como: Gana, Indonésia e Republica Dominicana (CAMU et al., 2008;
DANIEL et al.,, 2009; KOSTINEK et al.,2008). No entanto, ainda faltam
informacdes sobre a cultura do cacau em regides com um grande potencial de
producdo, como a Amazobnica, devido a extensa diversidade microbiana e
fatores diversos como clima, solo, localizagdo geografica, método de
fermentacao, disponibilidade de nutrientes e etc.

Estudos cientificos sobre a fermentacao natural do cacau na Amazonia e
sobre a microflora atuante nesta regido, ainda sao escassos, desta forma, este
estudo apresenta dados sobre o processo de fermentagcdo natural das
sementes de cacau, contribuindo para futuros avancos na obtencédo de
améndoas de cacau de qualidade superior.

Este capitulo teve como objetivo Identificar as principais espécies de
bactérias acéticas envolvidas no processo de fermentacdo natural do cacau
amazonico por métodos bioguimicos e acompanhar alteracdes nos parametros
fisico-quimicos (pH, temperatura e acidez) que influenciam o crescimento e
multiplicacdo das bactérias no decorrer das fermentacdes espontaneas.
Também foi avaliada a presenca de contaminantes nas folhas de bananeira e

cascas dos frutos de cacau utilizados no processo de fermentacéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Foram utilizados frutos de cacau (30kg) para cada fermentacdao,
constituidos da misturas de diversos hibridos da variedade Forasteiro,
provenientes da Estacdo Experimental de Recursos Genéticos José Haroldo
(ERJOH) /CEPLAC/SUPOR, localizada em Marituba-PA (Latitude de 1°12°00”,
longitude 48° 13'30”).

Também foram utilizadas folhas de bananeira de plantas existentes no
Campus da Universidade Federal do Pard (Latitude 01°27°21”, Longitude
48°30’16”).

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Fermentagdao natural da semente do cacau

Foi utilizado o processo fermentativo descrito por Grimaldi (1978) e
realizado em trés fermentacdes, no Laboratério de Fontes Amilaceas e
Produtos Acucarados (LAFAMI), da Universidade Federal do Par4, nos meses
de abril (duas fermentacdes) e maio (uma fermentacdo) de 2012. O método
consiste na fermentacdo em caixa de madeira (190 x 120 x 60 cm), composta

por trés compartimentos conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema da caixa T60, proposta por Grimaldi (1978).
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O processo foi realizado em triplicata (n=3) e teve inicio com o
acondicionamento das sementes (30 kg) e das folhas de bananeira (4 kg), no
primeiro compartimento da caixa (Figura 3), de forma intercalada e ao final
cobertas com sacos de aniagem. As folhas de bananeiras sao utilizadas como
fonte de leveduras para acelerar a primeira etapa da fermentacao (48 horas) e
0 saco de aniagem cobre a massa fermentativa com intuito de manter o calor
gerado no processo. A massa permanece por 48 horas e, apos esse intervalo
de tempo é revolvida para o segundo compartimento por mais 48 horas, onde é
realizado o revolvimento diario. Esse procedimento se deve a necessidade de
aeracao da massa para o crescimento das bactérias laticas e acéticas. Apos 96
horas a massa é revolvida para o compartimento 3 e permanece no mesmo até

o término do processo (168 horas ou 7 dias) com revolvimentos diarios.

2.2.2 Coleta das amostras

A coleta foi realizada no tempo zero (sementes frescas) e depois nos
tempos 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas de fermentacao
(améndoas). Foram retiradas amostras em trés diferentes pontos da caixa
(superficie, meio e profundidade) com o objetivo de tornar a coleta
representativa. A temperatura da massa foi registrada diariamente e lida em
diferentes niveis da caixa: superficie, meio e profundidade.

As améndoas foram retiradas para as andlises fisico-quimicas e
microbiologicas em intervalos de 24 horas e acondicionadas em sacos de
polietileno de baixa densidade e armazenadas a -18°C até a realizacdo das

analises.

2.2.3. Caracterizacao fisico—quimica

As analises fisico—quimicas foram realizadas no Laboratério de Fontes
Amilaceas e Produtos Acucarados (LAFAMI) da Universidade Federal do Para.
Foram monitorados os seguintes parametros durante os sete dias de
fermentacdo, de acordo com os Métodos Oficiais para Cacau e Derivados
(Capitulo 31) da AOAC (1997);
» Acidez total titulavel (n° 31.1.06);
* pH da massa das sementes de cacau (n° 31.1.07);
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2.3 MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO DO CACAU

2.3.1 Swab de superficie das cascas e frutos do cacau

Todas as analises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal do Para, de acordo com o Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of Foods da American Public
Health Association (APHA, 2001).

As andlises de swab foram realizadas nas folhas das bananeiras e na
superficie dos frutos. Foram diluidas em &agua peptonada (0,1% v/v) na
proporcdo de 1:10, apOs este periodo as amostras foram repicadas em
triplicatas em meios de cultura especificos para as contagens em tubos de
coliformes totais e Staphylococcus aureus.

= Presenca de S. aureus

Realizado em placas com meio Agar Baird-Parker (BP), espalhando o
in6culo com alca de Drigalski, depois da completa absorcéo do liquido incubou
se as placas invertidas, a 35-37°C durante 48h.

= Presenca de Coliformes totais (NMP)

Foi empregada a técnica dos tubos multiplos com diluicbes seriadas em
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) para teste presuntivo, seguido de teste
confirmativo em Caldo Verde Brilhante Bile 2% para a determinacdo do NMP/g
para coliformes totais e Caldo E.C para determinacdo do NMP/g de coliformes
a 45°C. Para os casos positivos, foi estimado o Numero Mais Provavel
(NMP/g).

2.3.2 Contagem de bactérias aer6bias mesoéfilas

A contagem padrdo em placas de bactérias mesofilas foi realizada pela
técnica de semeadura em profundidade (pour plate) utilizando como meio de
cultura Agar Padrdo (PCA) seguido de incubacdo a 35°C por 24/48 horas
(DANIEL, et al., 2009).

2.3.3 Isolamento das bactérias acéticas

Para o isolamento das bactérias acéticas foram coletadas 20 g de

amostra assepticamente e foram transferidas para sacos estéreis e


http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
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homogeneizadas em 180 mL de &gua peptonada tamponada a 0,1% em
Stomacher (da marca Seward), por aproximadamente trés minutos, e em
seguida colocadas em repouso por 30 minutos para realizacdo das etapas
analiticas microbiologicas (CAMU et al., 2007). Em seguida, a partir dessa
diluicdo foram realizadas diluicdes decimais seriadas, até a diluicdo de 10™*?
(CAMU et al.,2007).

Foram inoculadas as trés ultimas diluicbes com aliquotas de 0,1 mL e
semeadas em placas com meios solidos utilizando a técnica de inoculacdo por
superficie para o meio de cultura, MEP e a técnica de semeadura por
profundidade para o meio GEYC. As placas ficaram incubadas a 30°C de 2 a 5
dias. Apos esse periodo de incubacdo as colbnias de bactérias acéticas foram
contadas pelo método de contagem padrdo em placas, determinando-se o
namero de unidades formadoras de col6nias (UFC), e isoladas para posterior
identificacéo.

Foram isoladas pelo menos cinco colbnias com caracteristicas de
bactérias acéticas de cada placa e transferidas para Agar Triptona de Soja
(TSA), sendo neste mantidas a temperatura de 10°C para realizacdo das

provas bioguimicas.

2.3.4 Caracterizacdo bioquimica das linhagens isoladas e identificadas

como Géneros Acetobacter e Gluconobacter

As cepas mantidas sob refrigeracdo foram ativadas em TSA por 24
horas e submetidas inicialmente aos testes de coloracdo de Gram e de
catalase. As cepas que obtiveram resultado negativo para coloracéo de Gram e
positivo para catalase foram submetidas a provas bioquimicas conforme
Bartowsky (2008).

2.3.4.1 Producéao de H;S, indol e motilidade

As culturas foram semeadas em Agar semi-sélido (SIM), e incubadas a
30°C por 48 horas. A producéo de H,S foi verificada, mediante a formacgéo de
mancha negra ao redor da area inoculada. Para a producdo de indol apds o

periodo de incubacéo foi adicionado Reativo de Kovacs e verificado a formacéo
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de anel vermelho indicando teste positivo. Para motilidade foi observado o

deslocamento da cultura no Agar.

2.3.4.2 Producéao de pigmento marrom

Foram estriadas culturas pela técnica de semeadura por esgotamento
em meio de GYEC, com posterior incubagédo 30°C por 48 horas em estufa
bacteriologica. A auséncia de pigmentacdo marrom indicou teste positivo para

Acetobacter e a presenca indicou o género Gluconobacter.

2.3.4.3 Crescimento a 30% de glicose

Foram estriadas culturas em Agar 1 (Anexo 1), seguido de incubac&o por
48 horas. Considerada prova positiva para as cepas que conseguirem se

multiplicar neste Agar.

2.3.4.4 Oxidag&o completa de etanol

Foram repicadas culturas sélidas no Caldo 1 (Anexo 1) seguida de
incubacdo a 30°C por 48 horas. A oxidacdo completa € confirmada pela
mudanca de coloragdo do caldo de vermelho para amarelo e para oxidacao
incompleta ou parcial foi atribuido aos tubos que apresentaram mudanca de

coloracdo vermelha para laranja.

2.4 DIFERENCIACAO DAS ESPECIES Acetobacter e Gluconobacter

Foram realizados testes de oxidacdo de etanol e producdo de acido a
partir de glicose e xilose, Bartowsky (2008). A diferenciacdo também ocorreu
através da temperatura e pH 6timo de crescimento de cada espécie (GULLO;
GIUDICI, 2008).

2.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para todos os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas do
processo de fermentacéo foram calculada média, desvio padréo, coeficiente de
variacao e teste de médias Tukey com o auxilio do programa Statistica® verséo
7.0 (STATSOFT INC., 2004).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A Figura 4 mostra a evolugdo média da temperatura e do pH do cacau

durante a fermentagao.
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Figura 4. Média da temperatura (A) e pH (B), durante as trés
fermentacdes do cacau.

Os perfis médios de temperatura obtidos durante as trés fermentacdes
(Figura 4), mostram uma elevacdo da temperatura a partir das primeiras 12
horas de fermentacdo, atingindo valores mais elevados no quarto dia
fermentacdo (40°C). O aumento da temperatura durante a fermentacdo do
cacau é consequéncia do metabolismo das leveduras, através do consumo dos
acucares e producao de energia (calor) e etanol e esta relacionada a qualidade
do processo de fermentacéo. A reacdo de oxidacéo do alcool pelas leveduras e
consequente producdo de &cido acético também é essencial para elevacao da
temperatura (GALVEZ et al ., 2007).

Schwan e Wheals (2004) e Nielsen et al., (2007) consideram o valor de
45°C satisfatorio para as primeiras 48 horas de fermentacédo, atribuindo essa
temperatura um cacau de boa qualidade final. Neste trabalho nas primeiras 48
horas o valor maximo alcancado foi de 38°C.

No presente trabalho os valores encontrados foram abaixo dos

considerados 6timos para uma boa fermentacdo, essa diferenca podem ser
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atribuidas especialmente as condi¢cdes climaticas nos meses que foram
realizadas as fermentacdes (abril e maio), que sao caracterizados por intensas
chuvas e, consequente menor temperatura (25 a 30°C).

As leveduras e as bactérias lacticas e acéticas se desenvolvem melhor
na faixa de temperatura entre 20 e 35°C em condi¢des tropicais, e por isso
esses microrganismos constituem a principal microflora atuante durante a
fermentacao do cacau.

O comportamento da temperatura obtido € semelhante ao encontrado
por Camu et al., (2007), que encontrou média maxima de 43,5°C. Este autor
relata que as chuvas ocorridas durante a fermentacdo e menor temperatura
ambiente (29°C), influenciaram na temperatura obtida durante o processo
fermentativo. Lefeber et al., (2011) encontrou valores préximos ao do presente
trabalho, no inicio das fermentacdes, a temperatura da polpa foi 25°C, e a
temperatura maxima foi de 41°C no final das fermentacao.

O decréscimo nos valores de pH é resultado da permeacdo dos acidos
organicos formados, especialmente pelas bactérias lacticas e acéticas. O
comportamento do pH encontrado nesta pesquisa para todas as fermentacoes
realizadas foi diferente aos relatados na fermentacdo do cacau, Galvéz et al.,
(2007) e Lefeber et al., (2011), encontraram aumento no pH entre 24 e 72
horas de fermentacdo e os mesmos relataram que o aumento no pH é atribuido
ao consumo de acido citrico presente na polpa pelas leveduras. No presente
trabalho a polpa provavelmente encontrava-se com minimas quantidades de
acido de citrico, caracterizando um decréscimo constante no pH em todas as
fermentacgodes.

O decréscimo constante do pH encontrado, caracterizou uma acidez
elevada no final da fermentagcéo, sendo a acidez inicial de 4,62 (ml Na OH/
100g), com valor médio final de 18,78 (ml Na OH/ 100g).

A elevacdo da acidez durante o processo fermentativo atribui-se, aos
acidos acético e lactico, resultantes da oxidacdo do etanol. O aumento da
acidez durante a fermentacdo foi observada em todas as fermentacOes
realizadas neste trabalho, caracterizando a producdo de &cido pelas bactérias
acéticas e lacticas presente no processo fermentativo. Lefeber et al., (2011),

encontrou um constante aumento na acidez durante a fermentacéo.
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3.2 MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO DO CACAU - Swab de Superficie.
3.2.1 Swab de superficie das cascas e frutos do cacau

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes ao swab de superficie
para deteccao de coliformes totais e S. aureus na casca de frutos de cacau e
nas folhas de bananeira utilizados na fermentacéo.
Tabela 2. Média da contagem de cepas de coliformes totais e S. aureus em

amostras da casca de frutos do cacau e em folhas de bananeira.

Coliformes totais S. aureus
(UFC. g™ (UFC. g™
Fermentagao Cascas Folhas Cascas Folhas
Fruto Bananeira Fruto Bananeira
1 ausente ausente 8,6 x 10* 7.5 x 10%
ausente ausente 5,3 x 10*? 8,1 x 10!
3 ausente ausente 9,2 x 10% 6,2 x 10%°

Nao foi detectada a presenca de coliformes totais (Tabela 2). Este
resultado mostra que as etapas de colheita e transporte dos frutos e das folhas
de bananeira se desenvolveram em condi¢cdes higiénico sanitarias adequadas.
Na literatura ndo foram encontrados outros trabalhos cientificos que tenham
realizado a analise de coliformes totais em frutos de cacau utilizados para
fermentacao.

Ao mesmo tempo foi encontrado um alto indice de contaminagé&o por S.
aureus, conforme pode ser visualizada na Tabela 2. Tal contaminacao deve-se
ao contato com os manipuladores apés a abertura do fruto. Ardhana e Fleet,
(2003) relataram a presenca de S. aureus na fermentacdo do cacau na
Indonésia. Estes autores enfatizam a importancia do monitoramento da higiene
e conduta durante a fermentacdo para garantir que esses contaminantes néo

se tornem predominantes durante o processo fermentativo.
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3.3 CONTAGEM DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

A Figura 5 apresenta a média da contagem das bactérias aerobias

mesofilas encontradas na fermentagéo de cacau.
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Figura 5. Média da contagem de bactérias aerdbias mesofilas durante

fermentacao de cacau.

As bactérias mesofilas apresentaram comportamento similar em todas as
fermentacdes, alcancando um desenvolvimento microbiano maximo em todos
0s ensaios apés 96 horas, atingindo uma contagem maxima de 4,0 x 10%
UFC/g™.

As bactérias mesofilas apresentam melhor desenvolvimento em pH entre
4 e 9. Durante as fermentacBes esses microrganismos obtiveram pH 6timo
para o crescimento, pois a média de variacdo no pH foi de 6 a 4 nas trés
repeticoes.

A presenca de bactérias mesoéfilas na fermentacdo do cacau tem sido
relatada na literatura com frequéncia. Camu et al., (2007) e Galvez et al .,
(2007) encontraram a maxima contagem de bactérias mesdfilas em 36 e 48
horas, respectivamente na fermentagcdo de sementes de cacau em Gana e
Republica Dominicana.

Essa variacdo no tempo na contagem méaxima é atribuida ao inicio da
entrada de ar na polpa, sendo que esses microrganismos dependem da

presenca de oxigénio.
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3.4 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ACETICAS

No total das trés fermentaces foram isoladas 81 cepas (Tabela 3) nos
meios MEP e GYEC. A partir dos testes de catalase positiva e gram negativa,
as cepas foram observadas em microscoépio e caracterizadas morfologicamente
como bastonetes e cocos. Posteriormente, foram submetidas aos testes
bioguimicos que confirmaram a presenca dos géneros Acetobacter e
Gluconobacter.

Em todos os ensaios, apés 48 horas de fermentacdo, as bactérias
acéticas apresentaram maior numero de coldnias isoladas (Tabela 3), sendo
atribuido a maior disponibilidade de substrato (etanol), condicdes de pH e

temperatura 6timas para a multiplicacdo das mesmas.

Tabela 3. Distribuicdo dos isolados de bactérias acéticas durante as trés

fermentacdes.
Tempo pH Temperatura Fermentacao
(horas) (média) co 1 2 3
0 6,43 27 3 1 3
12 6,41 29 3 1 3
24 6,34 31 3 2 3
36 6,02 32 3 4 4
48 5,45 38 7 4 6
72 4,70 39 4 2 5
96 4,65 40 3 1 1
120 4,44 37 4 2 3
144 4,34 33 5 0 1
168 4,07 33 0 0 0
35 17 29

Por oxidacdo, as bactérias acéticas convertem o etanol produzido

durante a fermentacéo alcoodlica em acido acético (JINAP; 1994). A oxidacéo é



27

uma reacdo altamente exotérmica (496 kJ por molécula de etanol convertido
em acido acético) (LAGUNES;GALVEZ, 2002).

Galvéz et al ., (2007) relataram o isolamento de apenas cinco cepas de
bactérias acéticas na fermentacédo do cacau em Gana, porém essa observacao
pode nao refletir a riqueza e a diversidade da populacao, uma vez que é dificil
isolar bactérias acéticas e preservar para a identificacdo de estirpes puras
(SCHWAN; WHEALS, 2004).

Os isolados apresentados na Tabela 4 mostram os testes bioquimicos
realizados para diferenciacdo de Acetobacter e Gluconobacter. No presente
trabalho, foram consideradas como Acetobacter as colonias que apresentaram
as seguintes caracteristicas: producdo ou ndo de H,S, indol e motilidade, néo
producdo de pigmento marrom, ndo crescimento a 30% de glicose e oxidacao
do etanol. Ja para o género Gluconobacter foram considerados: producao de
H.S, indol e motilidade, producdo de pigmento marrom, crescimento mais ou
menos a 30% de glicose e ndo oxidacdo do etanol ou oxidacdo incompleta
(BARTOWSKY:; 2008). Dos 81 isolados encontrados, 37 foram caracterizados
como Acetobacter e 44 como Gluconobacter, como pode ser visualizado na
Tabela 4.

A literatura relata que o género Acetobacter tem sido encontrado com
maior frequéncia do que o Gluconobacter, na fermentacdo do cacau, no
entanto, nesta pesquisa o0 género Gluconobacter, obteve um maior nimero de
cepas isoladas, o que pode ser atribuido a uma baixa concentracdo de etanol e
acucares na polpa (CAMU et al., 2007; FLEET,1999).

Os testes de oxidacdo completa do etanol e crescimento em 30% de
glicose sao considerados conclusivos para diferenciacdo entre 0os géneros
Acetobacter e Gluconobacter, sendo o primeiro confirmado pela mudanca de
coloracdo do caldo de vermelho para amarelo (BARTOWSKY; 2008; CAMU et
al., 2007). O segundo é confirmado mediante o crescimento ou ndo em Agar,
pois as Acetobacter se multiplicam e as Gluconobacter ndo conseguem se
desenvolver neste meio, provavelmente devido a auséncia de algumas
enzimas do ciclo de Krebs como a éalcool desidrogenase. Neste trabalho os
dois testes foram considerados satisfatérios para a diferenciacdo dos dois

géneros como pode ser observado na Tabela 4.
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Fermentacdo Tempo (hs) Cepa Catalase Gram Glicose Etanol *PPM  *H,S,le M Geénero
F1 0 1A + - +/- n - + Gluconobacter
F1 0 2A - - + . + Acetobacter
F1 0 3A + - +/- + . +/- Gluconobacter
F2 0 5A + - +/- - . +/- Gluconobacter
E3 0 6A + - +/- - - - Gluconobacter
F3 0 7A + - +/- - - - Gluconobacter
E3 0 8A + - +/- + - - Gluconobacter
F1 12 1B + - +/- + - + Gluconobacter
F1 12 2B + - +/- + - + Gluconobacter
F1 12 3B + - +/- +/- +/- +/- Gluconobacter
F2 12 4B + - +/- +/- - + Gluconobacter
E3 12 5B + - +/- - - +/- Gluconobacter
F3 12 6B + - +/- - - - Gluconobacter
E3 12 7B + - +/- - - +/- Gluconobacter
F1 24 1C + - +/- +/- - - Gluconobacter
F1 24 2C + - +/- - - +/- Gluconobacter
F1 24 3C + - - + _ _ Acetobacter
E2 24 AC + - +/- +/- - - Gluconobacter
F2 24 5C + - - + - + Acetobacter
F3 24 6C + - - + - + Acetobacter
F3 24 7C + - +/- - - + Gluconobacter
F3 24 8C + - - + - +/- Acetobacter
F1 36 1D + - - + - - Acetobacter
F1 36 2D + - +/- +/- - - Gluconobacter
F1 36 3D + - +/- - - - Gluconobacter
F2 36 4D + - +/- - - +/- Gluconobacter
F2 36 5D + - - + - +/- Acetobacter
E2 36 6D + - +/- - - +/- Gluconobacter
E2 36 7D + - +/- - - - Gluconobacter
F3 36 8D + - - + - - Acetobacter
F3 36 9D + - +/- - - + Gluconobacter
F3 36 10D + - - + - - Acetobacter
E3 36 11D + - - + - - Acetobacter
F1 48 1E + - +/- - . +/- Gluconobacter
F1 48 2E + - - + . + Acetobacter
F1 48 3E + - +/- - - i, Gluconobacter
F1 48 AE + - - + - Acetobacter
F1 48 5E + - - + . + Acetobacter
F1 48 6E + - +/- - . +/- Gluconobacter
F1 48 7E + - +/- +/- - - Gluconobacter
F2 48 8E + - - - - +/- Acetobacter
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Tabela 4. Diferenciacdo bioquimica dos géneros de bactérias do &cido acético.

Continua.
Tempo Género
Fermentacéo (hs) Cepa Catalase Gram Glicose Etanol *PPM  *H,S,le M

F2 48 9E + - +/- +/- - +/- Gluconabacter
E2 48 10E + - - + - +/- Acetobacter
F2 48 11E + - - + - +/- Acetobacter
E3 48 12E + - - + - +/- Acetobacter
F3 48 13E + - - + - +/- Acetobacter
E3 48 14E + - +/- - - - Gluconobacter
E3 48 15E + - +/- - - - Gluconobacter
F3 48 16E + - - + - + Acetobacter
F3 48 17E + - - + - + Acetobacter
F1 72 1F + - - + - +/- Acetobacter
F1 72 2F + - +/- - - +/- Gluconobacter
F1 72 3F + - +/- - - +/- Gluconobacter
F1 72 AF + - +/- - - + Gluconobacter
E2 72 5F + - - + - +/- Acetobacter
(=) 72 6F + - - + - + Acetobacter
F3 72 7F + - +/- +/- +/- + Gluconobacter
E3 72 8F + - +/- +/- +/- +/- Gluconobacter
F3 72 9F + - +/- +/- +/- +/- Gluconobacter
F3 72 10F + - - + - +/- Acetobacter
E3 72 11F + - - + - +/- Acetobacter
F1 96 1G + - +/- - - - Gluconobacter
F1 26 2G + - +/- + - +/- Acetobacter
F1 96 3G + - +/- + - +/- Acetobacter
EF2 96 4G + - +/- + - +/- Acetobacter
F3 96 5G + - +/- + - +/- Acetobacter
F1 120 1H + - +/- +/- - - Gluconobacter
EF1 120 2H + - +/- +/- - - Gluconobacter
F1 120 3H + - +/- - +/- - Gluconobacter
F1 120 5H + - +/- - - +/- Gluconobacter
E2 120 6H + - - + - +/- Acetobacter
E2 120 7H + - +/- +/- +/- - Gluconobacter
E3 120 8H + - - + - + Acetobacter
F1 144 11 + - - + - +/- Acetobacter
EF1 144 21 + - +/- - - + Gluconobacter
F1 144 3l + - - + - +/- Acetobacter
F1 144 4] + - - + - + Acetobacter
F1 144 5| + - - + - + Acetobacter
F3 144 6l + - +/- + - +/- Gluconobacter

*PPM - Producédo de pigmento marrom.
*H,S, | e M - O acido sulfidrico, indol e motilidade.

+/- - Variavel ou nao variavel.
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Os testes bioquimicos de PPM e H,S, | e M, também foram utilizados
para diferenciacdo dos dois géneros, sendo que as Acetobacter ndo produzem
0 pigmento, e as Gluconobacter sdo varidveis. Neste trabalho as cepas
consideradas como Acetobacter ndo conseguiram formar pigmento como era
esperado, e as Gluconobacter variaram quanto a producdo de pigmentacéo,
nao produzindo e em algumas cepas produzindo uma discreta pigmentacao. O
teste H,S, | e M, para os dois géneros sao variaveis, ndo apresentando se

como satisfatorio para diferenciacao.

3.5 DIFERENCIACAO DAS ESPECIES Acetobacter e Gluconobacter

As provas bioquimicas apresentadas abaixo (Tabela 5) foram realizadas
para diferenciacéo das espécies dos géneros Acetobacter e Gluconobacter em
nivel de espécie.

Acetobacter Aceti e acetobacter pasteurians foram as duas espécies
identificadas nesta pesquisa do género Acetobacter e nenhuma do género
Gluconobacter. Os testes de oxidacdo de etanol e producdo de acido a partir
de glicose e xilose foram considerados como satisfatorio para diferenciacéo
das espécies. A diferenciacdo também ocorreu através da observacdo da
temperatura e pH 6timos de crescimento para cada espécie como pode ser

observado na Tabela 5.

Tabela 5. Diferenciacdo das espécies do género Acetobacter na fermentacéo

do cacau amazonico.

Espécie Temperatura pH Etanol  Glicose  Xilose
(°C)
A. aceti 30-32 6,41 - 6,02 + + +
A. pasteurians 40 4,65 +/- +/- +/-

Para a espécie A. aceti foram identificadas 14 cepas nos tempos 12, 24
e 36 de fermentacao, de um total de 26 isoladas nestes tempos (Tabela 5).

A temperatura nos tempos 12, 24 e 36 variou entre 30 e 32°C, com pH
oscilando entre 6,41 e 6,02 (Tabela 5). Os valores encontrados neste estudo

foram similares aos reportados por Bartowsky (2008) e Gullo e Giudici (2008),
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gue consideram a espécie A. aceti com crescimento 6timo em temperatura de
30 a 35°e pH de 5,4 a 6,4 , bem como também os testes para etanol, glicose e
xilose positivos para a espécie.

De Vuys et al.,, (2008) encontraram a espécie A. aceti durante a
fermentacao do cacau em Gana.

Segundo Bartowsky (2008) e Gullo e Giudici (2008) a espécie A.
pasteurians apresenta temperatura e pH 6timos de crescimento entre 40 - 45° e
5 — 6, respectivamente. Nesta pesquisa essa espécie foi encontrada no tempo
96 horas de fermentacdo, em temperaturas de 40°C e pH 4,65, sendo
identificadas 4 cepas. Lefeber et al. (2011) identificaram a espécie A.
Pasteurians por métodos moleculares.

A identificacdo bioquimica das bactérias acéticas foi realizada por
Galvez et al ., (2007), que identificou cinco cepas da espécie A. lovaniensis,
durante a fermentacdo do cacau na Republica Dominicana.

As bactérias acéticas na fermentacdo do cacau tém sido estudadas
frequentemente, devido seu papel fundamental para se obter um chocolate de
qualidade. Entretanto, ndo é possivel chegar a diferenciacdo de algumas
espécies, através do uso exclusivo de testes bioquimicos. Assim, Jespersen et
al., (2005) e Nielsen et al., (2005) sugerem usar técnicas moleculares para uma
identificacdo precisa de espécies microbianas presentes durante a

fermentacao.
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4. CONCLUSAO

A temperatura e pH durante a fermentacdo foi fundamental para
avaliacdo do crescimento das bactérias acéticas e bactérias aerdbias
mesofilas.

Ocorreu a auséncia de coliformes totais nas cascas dos frutos, porém foi
encontrado um alto indice de contaminacdo por S. aureus, revelando a
necessidade do monitoramento dos manipuladores durante a quebra do fruto e
durante todo o processo fermentativo.

As bactérias acéticas obtiveram um desenvolvimento méximo com 48
horas de fermentacéo, devido ao pH de 5,45 e maior disponibilidade de etanol,
produzido pelas leveduras nas primeiras 48 horas.

Foram identificadas através de testes bioquimicos 81 isolados de
bactérias acéticas sendo 37 caracterizados como Acetobacter e 44
Gluconobacter. Para a diferenciacdo em nivel de espécie, foram encontradas
duas espécies do género Acetobacter (A. aceti e A. pasteurians), e para o
género Gluconobacter néo foi possivel chegar em nivel de espécie.
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ANEXO |

PREPARACAO DOS MEIOS DE CULTURAS

Crescimento a 30% de glicose (Agar 1)
169 de Caldo base vermelho de fenol,
10g de Agar Agar;

30g de Glicose;

1000mL de Agua destilada.

Oxidacdo Completa do Etanol (Caldo 1)
169 de Caldo base vermelho de fenol,
20mL de Etanol;

1000mL de Agua destilada.
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Meio Uso Composicao Referéncias
Extrato de levedura
29,
GYEC Isolamento e Glicose 2g, (OHMORI et
purificagao Carbonato de célcio al., 1980).
29, Agar 2g, Agua
destilada e
deionizada 100ml.
Extrato de levedura
Isolamento, 5g, manitol 25g,
MEP purificacao, peptona (DE LEY etal.,
crescimento, bacterioldgica 3g, 1984).

resisténcia ao etanol e

acido acético.

agua destilada e
deionizada 1000ml.
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