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EFEITO DO ACIDO p-HIDROX!BENZOICO NO CRESClMENTO DE LEVEDURAS 

ISOLADAS DO MEL 

Barbosa. S.l.; Dias, L.; Dias, T.; Estevinho, M.L. 
( 

Departamento de Biologia, Escola Superior Agraria de Braganga, 5300 Bragariga, Portugal. 

De entre as caracterfsticas do mel, destaca-se a sua composi9ao qufmica em que os 

agucares possuem urn papel dominante. Possui um teor em agua de 16 a 18%, 

contendo tambem enzimas, hidroximetilfurfural, sais minerais, substancias azotadas, 

vitaminas, compostos aromaticos e acidos. Os acidos apesar de estarem presentes no 

me! em pequena proporc;ao (tear maxima 0,5%) tem um efeito pronunciado no sabor e 

contribuem, para a resistencia do mel ao ataque microbiano. Foram identificados no 

me! pelo menos 18 acidos diferentes sendo o acido glucor6nico o mais abundante. Em 

alguns meis o acido p-hidroxibenz6ico, o objecto de estudo do presente trabalho 

tambem e frequente. 

0 acido p-hidroxibenz6ico pertence ao grupo dos acidos fen61icos que sao originados 

nas plantas a partir do metaboiismo do fenil-propanoide. Este acid,e tern um pape! 

semelhante ao das vitaminas em alguns microrganismos (Haslam, 1972). 

No presente traba!ho estudou-se o efeito do acido p-hidroxibenz6ico a diferentes 

concentrac;6es no crescimento de duas estirpes de leveduras , a Cryptococcus 

humico!us ESA 51 isolada do mel ea Saccharornyces cerevisiae ESA i (levedura de 

referencia). 0 crescimento efectuou-se em meio de cultura contendo 2% de glucose 

(quantidade normalmente utilizada em sistemas bio!6gicos) e -1.0 % de glucose 

(quantidade existente no mel). Verificou-se que, em ambos os cases, a 25° e pH 4.0, a 

presen9a de acido no meio de cultura, provocou um decrescimo na taxa especifica de 

crescimento e na produ9ao de bicmassa. 0 efeito inibidor acentuou-se a medida que 

aumentou a concentra<;ao do acido no meio extracelular. Nas nossas condic;oes 

experimentais, para todos os ensaios efectuados, a taxa especffica de crescimento e a 

prodU<;ao de biomassa formam uma fun9ao exponencial de concentra<;ao de acido. A 

constante exponencial de inibigao pelo acido foi estimada pe!o declive das rectas 

semi-logarftmicas. 0 valor obtido para estes parametros foi identico nas duas 

!eveduras em estudo. Adicionalrnente, observamos que a inibigao de. crescimento foi 

efeito protector do as:~·i,::2 • 
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( ID~NTIFICA<;AO DE LEVEDURAS lSOLADAS A PARTIR DO MEL DE TAAS-OS- \ 
\ ~ONTES, A TRAVES DE TECNICAS DE B!OLOG!A MOLECUL~f9 

~-b,· R~; Pinto, M. A.; Estevinho L.; Choupina, A. 

Departamento de Biologia, Escola Superior Agraria de Bragan~. 5300 Bragan~ . Portugal. 

fos metodos tradicionais de identificagao de leveduras sao normalmente baseados em 

criterios morfol6gicos, fisiol6gicos e bioqufmicos (1l originando por vezes, identificac;oes 

ambfguas ou incorrectas e necessariamente morosas. 0 nosso objective foi confirmar 
V . 

a identificagao de leveduras isoladas a partir de me! de Tras-os-Montes feita pelos 

metodos tradicionais, recorrendo a Pofimerase Chain Reaction {PCR). 

Nesta tecnica foram utilizados dais primers corn os quais se obteve amplifica9ao da 

regiao 01/02 do gene 26S rRNA corn tamanho compreendido entre 400 Pb e 600 Pb. 

As bandas ampliadas foram sequenciadas e ap6s analise das respectivas sequencias 

comprovou-se on-line a sua homo!ogia. par compara<;ao de sequencias depositadas 

nas bases de dados da European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) estabe!ecendo a classificac;ao de 

a!gumas das !eveduras a partir de elevado grau de homologia (2l . Adicionalmente estao 

a ser efectuados alguns ensaios atraves de Random Amplified Polimorphic DNA 

(RAPD) corn o objective estabelecer polimorfismos e identificar bandas especificas 

para construir SCAR. Estes SCAR serao usados para identificar directamente 

leveduras responsaveis pela a!terac;ao e fermentac;ao do me!. As bandas espedficas 

para urn determiriado primer (unicas) numa determinada levedura sao clonadas no 

vector pGEM®-T (PROMEGA), corn esta constrw;ao genetica esta ... ser transformada 

a Escherichia coli ap6s um Screening das respectivas col6nias, o plasmideo obtido 

sera sequenciado para desenhar os referidos primers (Sequence Characterized 

Amplified Region- SCAR) <
3l. 
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