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De entre as caracteristicas do mel, destaca-se a sua composicio quimica em que os
acucares possuem um pépel dominante. Possui um teor em agua de 16 a 18%,
contendo também enzimas, hidroximetilfurfural, sais minerais, substancias azotadas,
vitaminas, compostos aromaticos e acidos. Os acidos apesar de estarem presentes no
mel em pequena proporcdo (teor maxime 0,5%) tém um efeito pronunciado no sabor €
contribuem, para 2 resisténcia do mel 20 ataque microbiano. Foram identificados no
mel pelo menos 18 acidos diferentes sendo o &cido glucordnico o mais abundante. Em
alguns méis o acido p-hidroxibenzdico, o objecto de estudc do presente trabalho
também é frequente.

O 4cido p-hidroxibenzdico pertence ao grupo dos acidos fendlicos que séo originados
nas plantas a partir do metabolismo do fenil-propanocide. Este &cido tem um papel
semelhante ao das vitaminas em alguns microrganismos (Haslam, 1972).

No presente trabalho estudou-se o efeito do écido p-hidroxibenzdico a diferentes
concentragées no crescimento de duas estirpes de leveduras a Cryptococcus
humicolus ESA 51 isolada do mel e a Saccharumyces cerevisiae ESA 1 {levedura de
referéncia). O crescimento efectucu-se em meio de culiura contendo 2% de glucose
(quantidade normalmente utilizada em sistemas bioldgicos) e 10 % de glucose
(quantidade existente no mel). Verificou-se que, em ambos os casos, 2 25° e pH 4.0, &
presenca de acido no meio de cultura, provocou um decréscimo na taxa especifica de
crescimento & na producdo de biomassa. O efeito inibidor acentucu-se 4 medida que
aumentou a concentracdo do &cido no meio extracelular. Nas nossas condigGes
experimentais, para todos os ensaios efectuados, a taxa especifica de crescimento e a
producao de biomassa formam uma fungdo exponencial de concentracéo de &cido. A
constante exponencial de inibicdo pelo &cido foi estimada pelo declive das rectas
semi-logaritmicas. O valor obtido para estes parametros foi ‘idéntico nas duas

leveduras em estudo. Adicionalmente, observamos que a inibicdo de. crescimento foi
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§Os métodos tradicionais de identificacio de leveduras sdc normalmente baseados em
critérios morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos ™ originando por vezes, identificacdes
ambiguas ou incorrectas e necessariamente morosas. O nosso objectivo foi confirmar
a identificacao de levedurasu isoladas a partir de mel de Tras-os-Montes feita pelos
métodos tradicionais, recorrendo a Polimerase Chain Reaction (PCR).

Nesta técnica foram utilizados dois primers com os quais se obteve amplificacio da
regido D1/D2 do gene 26S rRNA com tamanho compreendide entre 400 Pb e 800 Pb.
As bandas ampliadas foram sequenciadas e apés anélise das respectivas sequéncias
comprovou-se on-line a sua homologia. por comparagéo de sequéncias depositadas
nas bases de dados da European Molecular Biology Laboratory (EMBL) e National
Center for Biotechnology Information (NCBI) estabelecendo a classificacdo de
algumas das leveduras a partir de elevado grau de homologia . Adicionalmente estéo
a ser efectuados alguns ensaios através de Random Amplified Polimorohic DNA
(RAPD) com o objectivo estabelecer polimorfismos e identificar bandas especificas
para construir SCAR. Estes SCAR serdo usados para identificar directamente
leveduras responsaveis pela alteracao e fermentacéo do mel. As bandés especificas
para um determinado primer ((nicas) numa determinada levedura sdo clonadas no
vector pGEM®-T (PROMEGA), com esta construgio genética esta « ser transformada

a Escherichia coli apés um Screening das respeciivas colénias, o plasmideo obtido
serd sequenciado para desenhar os referidos primers (Sequence Characterized

Amplified Region - SCAR) @,
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