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RESUMO

A fermentacdo € a etapa mais importante no processamento do cacau, que
consiste de uma sucessdo microbiologica fazendo parte dela as leveduras,
bactérias acido-lacticas e bactérias acido-acéticas. Os lactobacilos representam
o0 grupo de organismos funcionalmente relacionados pela sua capacidade
principalmente de produzir acido lactico durante o metabolismo. Trabalhos de
rastreamento e identificagcdo desses microrganismos sao realizados, sendo as
técnicas de biologia molecular mais utilizadas recentemente. Com isso 0 objetivo
deste trabalho foi validar uma metodologia de genotipagem de Lactobacillus
plantarum para seu monitoramento durante a fermentagdo de cacau. Foi
realizada a reativacao de sete linhagens de L. plantarum e feito a caracterizacao
morfolégica dos mesmos e posteriormente feito uma matriz de dados para
comparacao dessas caracteristicas. O DNA gendmico foi extraido de todas as
linhagens e realizado uma otimizacdo de PCR, utilizando diferentes tempos e
temperaturas de anelamento, sendo posteriormente visualizados os resultados
em gel de agarose por eletroforese e analisados conforme a amplificacdo e
diferenciagcdo dos fragmentos de DNA. Foi feita uma matriz de dados para
analisar a similaridade genética entre as linhagens e o grau de diferenciacéo de
acordo com o perfil dos fragmentos. Uma das linhagens, o Lactobacillus
plantarum 7.1 foi inoculado na fermentacdo de cacau com 48 horas desde o
inicio do processo, sendo avaliados temperatura e pH. Foram coletadas
amostras de 12 em 12 horas para realizar o monitoramento do L. plantarum 7.1.
A caracterizacdo morfolégica agrupou as sete linhagens em apenas 4,
divergindo da caracterizacdo que manteve as sete linhagens apenas mostrando
as distancias entre elas, a otimizacdo do PCR teve como resultado melhor
temperatura e tempo de anelamento respectivamente em 53°C e 1 minuto,
apresentando de 4 a 15 fragmentos polimérficos. A média do pH do cocho
controle e do cocho inoculado foram respectivamente 3,91 e 3,93 com um p=0,9.
A média da temperatura do cocho controle e do cocho inoculado foram
respectivamente 44,3°C e 41,3°C com um p=0,19. No monitoramento n&o foi
encontrado vestigios de L. plantarum 7.1. A metodologia mostrou-se eficaz na
diferenciacéo a nivel de linhagem bacteriana, néo foi significativo a interferéncia
do in6culo no pH e temperatura durante a fermentagcéo, e o inéculo obteve
melhor indice de fermentacao e indice de améndoas bem fermentadas.



ABSTRACT

Fermentation is the most important step in cocoa processing, which consists of a
microbiological succession of yeasts, lactic acid bacteria and acetic acid bacteria.
Lactobacilli represent the group of functionally related organisms by their ability
mainly to produce lactic acid during metabolism. Screening and identification
work on these micro-organisms is carried out, with the most recently used
molecular biology techniques. The aim of this work was to validate a genotyping
methodology of Lactobacillus plantarum for its monitoring during cocoa
fermentation. Seven L. plantarum strains were reactivated and morphological
characterization was done, and then a data matrix was made to compare these
characteristics. The genomic DNA was extracted from all strains and a PCR
optimization was performed, using different ringing times and temperatures, and
later the results were visualized in agarose gel by electrophoresis and analyzed
according to the amplification and differentiation of the DNA fragments. A data
matrix was made to analyze the genetic similarity between the strains and the
degree of differentiation according to the profile of the fragments. One of the
strains, Lactobacillus plantarum 7.1 was inoculated in cocoa fermentation with 48
hours since the beginning of the process, being evaluated temperature and pH.
Samples were collected every 12 hours to monitor L. plantarum 7.1. The
morphological characterization grouped the seven strains into only 4, diverging
from the characterization that kept the seven strains only showing the distances
between them, the optimization of PCR resulted in better temperature and ringing
time at 53°C and 1 minute respectively, presenting 4 to 15 polymorphic
fragments. The mean pH of the control trough and the inoculated trough were
respectively 3.91 and 3.93 with a p=0.9. The mean temperature of the control and
inoculated troughs were respectively 44.3°C and 41.3°C with a p=0.19. No traces
of L. plantarum 7.1 were found in the monitoring. The methodology proved to be
effective in differentiating bacterial lineage, there was no significant interference
of inoculum at pH and temperature during fermentation, and the inoculum
obtained a better fermentation index and index of well fermented almonds.



1. INTRODUCAO

7

A genotipagem é um método de identificacdo molecular em que utiliza
técnicas que podem ser de sequenciamento, PCR seguido de eletroforese em
gel, que vai permitir e observar a diferenciacdo de organismos, seja eles
macroscopico ou microscopico. A genotipagem por eletroforese é uma técnica
simples e rapida que permite identificar e separar microrganismos atraves de um
perfil em um gel de agarose ou poliacrilamida, sob diferentes niveis, desde
género a linhagens. Essa técnica € utilizada para monitoramento de
microrganismos em varias situacfes para varios objetivos, como fermentacdes,
controle de qualidade, controle bioldgico e até mesmo no ramo da saude.

A fermentacdo do cacau € um processo bastante importante, pois € nessa
etapa que todo o sabor do chocolate é formado, obtendo como resultado
diferentes aromas e sabores mediante caracteristica genética e diferencas no
manejo fermentativo. Um fator importante durante a fermentacdo esta
relacionado aos microrganismos atuantes, que sao responsaveis por todas
essas mudancas que dao origem ao sabor caracteristico. Tanto em indulstrias
como em producdes em pequena escala, inoculos séo utilizados, pelo
conhecimento do seu potencial biotecnologico. Com isso a inoculagdo em cacau
ou outros produtos fermentaveis, mostra um caminho para revolucionar a
industria alimenticia, com um grande aumento de produtividade ou um produto
com caracteristicas unicas dentro do mercado

Um dos grupos de microrganismos que agem no processo fermentativo sao
os lactobacilos, que possuem componentes fundamentais responsaveis pelas
caracteristicas do produto final e que também sdo amplamente usados como
indculos. A identificacdo desses microrganismos no processo fermentativo € feita
através do isolamento do microrganismo seguido de identificacdo molecular.
Essas técnicas permitem a visualizagdo e identificagdo de microrganismos
atuantes tanto na fermentacdo quanto em outros processos.

A necessidade de estudar a caracterizagdo genética das linhagens
microbiana permite 0 seu monitoramento na fermentagdo de cacau, podendo
inferir de acordo com a sua identificacdo, os tempos de atuacdo dos
microrganismos. Esses processos correlacionam a identificagdo com possivel

influéncia do microrganismo na fermentacéo, mostrando quais estédo atuando na



faixa determinada de tempo de coleta. Isso permite um melhor entendimento dos
microrganismos atuantes onde sdo desenvolvidos inoculos modificando as
caracteristicas fisico-quimicas das améndoas podendo resultar em um chocolate
de sabor melhor.

As metodologias e protocolos sdo produzidos através de varios testes, em
gue se observa o melhor resultado para poder ser aplicado em pesquisas futuras
como um modelo. E visto que trabalhos sdo amplamente realizados com a
funcao de otimizacao desses processos para poder ser utilizados nas pesquisas
em desenvolvimento. Com isso 0 objetivo principal deste trabalho € validar uma
metodologia de genotipagem de Lactobacillus plantarum para a realizacdo de
monitoramento durante o processo de fermentacdo de cacau, apds sua

inoculacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FERMENTACAO

O cacaueiro pertence a ordem Malvales, familia Malvaceae, género
Theobroma, espécie Theobroma cacao L. (BAYER et al., 1999; QIN et al., 2016).
De todas as espécies, a atencdo especial para o cultivo de Theobroma cacao L.
esta no aproveitamento de suas améndoas para producdo de seus derivados,
principalmente o chocolate (CORNEJO et al.,, 2018). O cacau abriga as
améndoas que sdo a principal matéria prima do chocolate, e que sé&o
naturalmente amargas e adstringentes e precisam ser fermentadas, secas e
torradas para adquirirem o0 aroma e também o sabor caracteristico do chocolate
(SCHWAN et al., 2004; NIELSEN et al., 2007).

A fermentacédo € a etapa mais importante do processamento do cacau, que
€ a obtencdo das améndoas que sao destinadas a producao do chocolate, onde
0S compostos precursores responsaveis pelo aroma e sabor (flavor) sdo gerados
(CASCANTE et al., 1994; SCHWAN et al., 2014), pois esse processo alavanca
transformacdes bioquimicas no interior das sementes (COUNET et al., 2004). A
fermentacao espontanea da polpa de cacau comeca logo apds a abertura e
remocao das sementes com um processo que pode durar de 3 a 10 dias (CAMU
et al., 2007).0 interior dos frutos sdo considerados estéreis, entdo a fermentacéo
ocorre devido a presenca natural de microrganismos que estdo na casca dos
frutos, no ar, no cocho e na mao dos funcionérios, fazendo com que aconteca
uma inoculac¢édo natural de microrganismos (NIELSEN et al. 2007; LEAL, G. et
al., 2008).

A boa qualidade das améndoas depende principalmente da fermentacao
como também a microbiota envolvida, bem como o tempo de fermentacdo além
das etapas de pré-processamento como colheita e secagem que serdo
essenciais para o desenvolvimento caracteristico do sabor de qualidade
(SAMAH et al.,, 1993; ROCHA et al.,, 2014). Para que se tenha uma boa
fermentacdo, durante o processo, 0 revolvimento periodico da massa é
necessario (SCHWAN et al., 1995) para promover a homogeneidade da

diversidade microbiolégica, da concentragcdo de polpa e da temperatura na



massa de cacau, com o objetivo de garantir o mesmo grau de fermentacao no
lote (GALVEZ et al., 2007).

O processo da fermentacdo do cacau consiste de uma sucessao
microbiolégica, tendo como principais microrganismos dessa sucessao as
leveduras, bactérias acido-lacticas e bactérias acido-acéticas (ROELOFSEN,
1958; NIELSEN et al., 2005). Essa sucessao microbiana vai ter inicio quando em
altas concentracdes de acUcares, baixo pH (menor que 4,0) e limitada
disponibilidade de oxigénio devido a consisténcia fisica da polpa, fazendo com
gue ocupe 0s espacos vazios entre as sementes, se torna o ambiente ideal para
favorecer o crescimento das leveduras, que convertem a glicose, frutose e
sacarose em etanol (LOPEZ, 1974; SCHWAN, 1998; NIELSEN et al., 2005).

A viscosidade natural da polpa, causada pela presenca de pectina, pode
ser reduzida pela acdo das enzimas pectinoliticas devido a degradacdo dos
polissacarideos da parede celular, permitindo seu escoamento em forma de mel
de cacau (THOMPSON et al.,2007). Com a abundancia de acucares, a glicose
ou monossacarideos convertidos em glicose por enzimas isomerases entram
em um processo quimico chamado de glicdlise, no qual fosfatos séo
incorporados na molécula de glicose, favorecendo sua quebra em duas
moléculas de piruvato, entrando em processo fermentativo em que o piruvato
formado é descarboxilado gerando acetaldeido por meio da enzima piruvato
descarboxilase, oxidando o NADH em NAD* e formando o etanol (MADIGAN et
al., 2016).

O acido citrico, principal acido organico da polpa, € metabolizado pelas
leveduras provocando o aumento do pH nas 48 horas iniciais da fermentacao. A
elevacao do pH associada a um aumento da temperatura na presenca de etanol
e processo de aeracdo favorece o desenvolvimento de bactérias laticas e
posteriormente as bactérias acéticas (SCHMIDT et al., 2016).

Com o aumento de pH e temperatura e uma baixa concentracdo de
oxigénio, o desenvolvimento de bactérias laticas € favorecido. Essas, também
fermentam os acgUcares e utiizam o acido citrico da polpa, exibindo um
crescimento rapido entre 16 e 48 horas de fermentacdo e alcangando um pico
maximo guando houver declinio das leveduras. As bactérias laticas produzem
acido latico e outros acidos organicos que contribuem no processo de aromatizar

as améndoas e acidificar o ambiente que esta sofrendo fermentacdo



(ARDHANA; FLEET, 2003). A enzima desidrogenase latica converte o piruvato
por uma reacao de reducéo, a acido latico (CsHesO3), quando a carbonila torna-
se uma hidroxila (NELSON; COX, 2014).

A elevacéo do pH, temperatura e oxigénio permite também o crescimento
das bactérias acido acéticas (GALVEZ et al., 2007). Iniciando a partir de 24 horas
de fermentacdo, as bactérias acéticas estdo envolvidas com a oxidacdo do
etanol em acido acético, convertendo uma molécula de alcool com uma de
oxigénio em uma molécula de acido acético e outra de agua, consistindo em uma
oxidag&o parcial do &lcool etilico. Também estédo envolvidos na superoxidagéo
de acido acético e de acido latico em diéxido de carbono e 4gua, em uma reacéo
exotérmica. (NELSON; COX, 2014).

A alta concentracédo de acidos e alcoois que se difundem para o interior dos
cotilédones (SCHUWAN, 1998), origina uma série de transformacdes
bioquimicas (ALMEIDA, 1999) que juntamente com uma alta temperatura
causam a morte das sementes (BAREL, 1987), acabando com seu poder de
germinacdo (SANCHEZ et al.,1985; SCHWAN et al., 2014). No processo de
fermentacdo do cacau, € observada duas fases bem distinta: a fase anaerobica,
governada principalmente por leveduras e a fase aerdbica, promovida

principalmente por bactérias laticas e acéticas (BECKETT, 2008).

2.2. LACTOBACILOS

Os lactobacilos sdo microrganismos pertencentes ao Dominio Bacteria, filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae e
género Lactobacillus (LPSN, 2019). Esses microrganismos possuem células que
variam de longas e finas, a hastes curvadas e curtas, em forma de cocobacilos
ou bastonetes, normalmente sem mobilidade, por flagelos peritriquios (quando
presentes) e cadeia de formacdo comum (WILEY, 2019). Sdo Gram-positivos,
nao esporulados, geralmente catalase negativa (PORFFO; SILVA, 2011),
algumas espécies podem produzir uma pseudo catalase, outras podem
apresentar reagfes positivas em meios especificos (BOTELHO, 2005). Séo

quimiorganotroéficas e anaerobias facultativa ou microaerofilicas (BERNARDEAU


https://pt.wikipedia.org/wiki/Anaer%C3%B3bia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Microaerofilia

et al., 2008). Até o momento, o género Lactobacillus apresenta 241 espécies e
29 subespécies (LPSN, 2019).

Essas bactérias representam um grupo de organismos funcionalmente
relacionados pela sua capacidade geral de produzir &cido lactico durante o
metabolismo (O'SULLIVAN et al., 2009). Podem ser homofermentativas caso
convertam acucares em acido lactico ou heterofermentativas, que promovem a
conversado de acucares em acido lactico, acido acético, etanol e CO2 (GIRAFFA
et al., 2010). O fato de os lactobacilos apresentarem como produto principal ou
anico produto de fermentacao o &cido latico (CAMU et al, 2007), em associacdo
com outras caracteristicas do género, faz com que sejam considerados Bactérias
do Acido Léatico (BAL) (CROSS, 2002). Possuem crescimento em temperaturas
com variedade de 2°C a 53°C, com seus valores 6timos, geralmente, de 30°C a
40°C. Sao tolerantes a ambientes acidos, com pH 6timo entre 5,5 e 6,2; 0 seu
crescimento ocorre com valores menores e igual a 5,0. A taxa de crescimento
em meios neutros ou alcalinos geralmente é reduzida (KANDLER; WEISS,
1986).

As bactérias lacticas possuem habitats bastante variados na natureza, com
capacidade de se desenvolverem sob diferentes condi¢des, sendo associadas a
ambientes ricos em nutrientes (SALMINEN et al., 2004). Os lactobacilos ocupam
diversos nichos em que carboidratos fermentesciveis encontram-se disponiveis
(FELIS; DELLAGLIO, 2007), em alimentos como leite, carnes, vegetais, gréos,
frutas e bebidas (CHEN et al., 2005; NAJJARI et al., 2008; GANZLE; ZHENG,
2019), além da matéria organica dos solos e associados aos vegetais
(SARAVANAKUMAR et al.,, 2018). Algumas delas também fazem parte da
microbiota natural dos tratos respiratorio, trato gastrointestinal e vaginal, pele,
pulmdes e de cavidades naturais de humanos e animais (AXELSSON, 2004;
MAGALHAES et al., 2007; ERYILMAZ et al., 2018 HE et al., 2019).

O grande grupo de bactérias que pertencem ao género Lactobacillus ndo é
patogénico e também nédo € capaz de transmitir os fatores de resisténcia para
bactérias patogénicas (GOMES; MALCATA, 1999; SAAD, 2006). Possuem muito
potencial biotecnolégico em diversas areas, como a alimenticia, médica e até
mesmo quimicos de uso industrial, tendo atividades antibacterianas e
antioxidante (HASHEMI et al., 2017). Sdo amplamente utilizadas ha muito tempo

como fermentos lacticos devido a sua propriedade na conservacao de alimentos



e de fornecer uma protecdo eficaz ao homem e animais contra infec¢des
gastrointestinais (DELLAGLIO et al., 1994; CROSS, 2002). Tal conservacao de
alimentos esta no fato de que esse grupo de bactérias é capaz de provocar a
reducdo do pH, assim como produc¢ao de substancias antimicrobianas, inibindo
a acao de outros microrganismos (CARIONI et al., 2001), fornecendo produtos
mais seguros ao consumidor, tendo também aumento no tempo de prateleira
(COSTA et al., 2012).

Os lactobacilos também s&o bastante utilizados na preparagdo de uma
variedade de alimentos como organismos “starter” na fermentagéo de diversos
produtos, como salsichas (QUIJADA et al.,, 2017), azeitonas fermentadas
industrialmente (BLANA et al., 2014), mas sendo utilizados principalmente em
laticinios (BOTTAZZI, 1988). Ndo menos importante, o cacau é um produto que
também utiliza os lactobacilos como “starter” na fermentacdo (DE VUYST;
WECKX, 2016). A acdo das bactérias laticas na fermentacdo do cacau resulta
na promoc¢do da desnaturacdo de proteinas, inibicdo de crescimento de
microrganismos indesejaveis, diminuicdo da atividade da agua, que € a principal
responsavel pela modificacdo na textura das améndoas e obtencdo dos
precursores do flavor caracteristico dos produtos do cacau (CARIONI et al.,
2001). Também sao precursores do flavor de outros produtos fermentados (SMIT
et al., 2005).

2.2.1. LACTOBACILLUS PLANTARUM

Do grupo dos lactobacilos, uma espécie bastante importante é o
Lactobacillus plantarum, responsavel pelo processo produtivo do chucrute
(HARRIS et al., 1992) e de outros alimentos fermentados (BEHERA et al., 2018).
A utilizacédo de culturas dessa espécie na obtencéo de produtos fermentados é
bastante oportuna ja que apresentam atividade antimicrobiana, inibindo o
crescimento de microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos (MELO et al.,
2016). A espécie Lactobacillus plantarum € microaerdfila de perfil
heterofermentativo de coloragdo Gram-positiva, em forma de bastonete
encontrado em uma grande variedade de nichos, como legumes, carne, peixe, e
o trato gastrointestinal (SIEZEN; VIEGLEN, 2011, JESSIE LAU; CHYE, 2018).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Chucrute
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Lactobacillus plantarum 7.1 é uma linhagem que foi isolada da fermentacéo
de cacau (DOS SANTOS et al., 2016), e que ja foi evidenciado em estudos sua
eficiéncia como probidtico, mostrando a producdo de moléculas antagbénicas
contra possiveis patdgenos e sendo linhagens promissoras para 0
desenvolvimento de agentes profilaticos (PESSOA et al., 2017).

Dentro do grupo de lactobacilos, a espécie Lactobacillus plantarum é
bastante versatil (GHEZIEL et al., 2019), isso ocorre porque suas cepas Ssao
encontradas em uma variedade maior de habitats em comparagdo com outros
lactobacilos (CHOI et al., 2018), contrastando com as condicbes quimicas e
fisicas que estressoras dentro destes habitats (STEFANOVIC et al., 2017). Essa
espécie possui um conjunto universal de genes, incluindo ilhas de adaptacéo ao
meio que se encontra, permite que essa espécie prospere em muitos habitats
diferentes e se proteja das pressdes de selecdo impostas por condigdes
flutuantes (FILANNINO et al., 2018).

E uma das espécies de lactobacilos mais conhecidas no processo de
fermentacdo de améndoa de cacau que tem a funcao de liquefazer parte da
massa cacaueira que € drenada para fora das caixas facilitando a difusdo de
oxigénio na massa (ILLEGHEMS et al., 2012). A espécie de Lactobacillus
plantarum é utilizado como starter em muitos trabalhos de fermentacéo do cacau
(DE VUYST; WECKX, 2016), podendo levar a uma melhor fermentagcdo e
processos mais controlados e confiaveis, oferecendo um chocolate de bom gosto
e saboroso (LEFEBER et al., 2010). A caracterizacao e uso de microrganismos
isolados de fermentacdo de cacau com potencial de aplicacao industrial possui
um futuro promissor (SAITO et al., 2014).

2.3. IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

A identificacdo de microrganismos € geralmente feita por técnicas de
observacdo morfolégica, aléem de testes bioquimicos (FLORES et al., 2019). A
caracterizacdo do género Lactobacillus pode ser realizada com base nos testes
de coloracao pelo método de Gram, catalase, producéo de gas em glicose e H2S
em TSI em entre outros (HANMOUNGJAI et al., 2007; MORAES et al., 2013).
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As identificacdes por testes morfologicos e bioquimicos ainda séo utilizados
hoje em dia (SOUZA et al., 2019) pelo fato de serem testes rapidos que podem
descartar de imediato resultados de caracterizacdo ampla (GANDRA et al.,
2008), diminuindo erros e minimizando metodologias posteriores que seriam
feitas sem necessidade.

A maioria desses trabalhos envolvendo testes morfoldgicos e bioquimicos
Sdo em pesquisas em areas de saude, pois sao feitos muitos testes por dia e
precisa-se de um diagnostico rapido (KAFER et al., 2018; SILVA et al., 2019).
No entanto ensaios morfolégicos visando a designacdo de diferenciacdo nas
culturas e os ensaios, bioquimicos tem promovido divergéncias na identificacédo
(KLEIN et al., 1998), podendo ter resultados errbneos sendo mais comumente
feita também a identificacdo por processos moleculares para um resultado mais
confiavel (SANCHES et al., 2019).

2.3.1. PROVAS MOLECULARES

Hoje em dia o processo utilizado na diferenciacéo e caracterizacdo mais
detalhada dos microrganismos € a tipagem molecular, que utiliza técnicas de
biologia molecular para evidenciar uma possivel relacdo genética entre eles
(SALES et al., 2017). As maiores vantagens dos métodos de tipagem molecular
sdo em decorréncia de seu poder discriminatério (KLEIN et al.,, 1998,
PLENGVIDHYA et al.,, 2004). Marcadores moleculares de DNA sdo mais
utilizados na identificacdo, podendo ser aplicado por diversas técnicas para as
bactérias acido lacticas como instrumento para a identificacdo de espécies ou
diferenciacéo das culturas, como por exemplo o PCR (DE VUYST et al., 2008).
Para a identificacdo molecular, o DNA das linhagens de lactobacilos primeiro €
extraido e purificado, depois é realizada a técnica de PCR para a identificacéo
de espécie de microrganismos (BROLAZZO et al., 2009).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) baseia na reacdo de
polimerizagcdo em cadeia, que foi concebida em 1983 por Kary Mullis, publicada
em 1985, mas utilizada de forma rotineira a partir de 1988 (SAIKI et al., 1988). A

técnica permite a obtencdo in vitro de véarias copias de um determinado
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segmento de DNA (SAIKI et al., 1985). Esse método tem a habilidade de
amplificar um fragmento de DNA, normalmente de 100 até 10.000 pares de base,
mas em condi¢des especiais de até 40 mil pares de base (CARR; MOORE,
2012). O PCR é uma reacédo enzimatica catalisada por uma enzima termoestavel
que é a DNA polimerase, juntamente com alguns componentes como
desoxirribonucleotideos (ANTP’s) e primers (ou oligonucleotideos) (DELIDOW et
al., 1993).

Para amplificar, o primer (ou iniciador) utilizado, que é um oligonucleotideo
de aproximadamente 10 nucleotideos, precisa anelar com sequéncias
complementares e invertidas com relacdo as duas fitas que foram previamente
separadas pelo aumento da temperatura (92-94°C). O anelamento entre os
primers e as sequéncias complementares é efetuada a uma temperatura de 40
a 72°C (50°C é geralmente utilizada). Uma Taq DNA polimerase estende (ou
sintetiza) as cadeias originadas pelos primers, cuja temperatura 6tima de catalise
é de 72°C (MCPHERSON; MELLER, 2006; PELT-VERKUIL et al., 2008).

Existem méaquinas programaveis de PCR, os termocicladores, capazes de
modificar a temperatura rapidamente. A rigor, uma vez atingida as temperaturas
de cada fase, sdo necessarios poucos segundos para que a reacao ocorra. E as
magquinas de PCR tem a capacidade de alterar a temperatura de forma rapida e
repetir o ciclo tantas vezes quantas ordenadas. O numero de fragmentos
amplificados duplica a cada ciclo. Sucessivos ciclos de separagao, anelamento
e de sintese produzem milh8es de fragmentos virtualmente idénticos, em apenas
algumas horas (MCPHERSON; MELLER, 2006; PELT-VERKUIL et al., 2008). A
identificacdo das espécies de Lactobacillus é mais precisa e rapida com a
utilizagdo da PCR quando comparada com as identificagbes tradicionais
microbiolégicas (BARROS et al., 2009).

Dentre os marcadores de DNA baseados em PCR, tem-se o ISSR (Inter
simple sequence repeat) (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Os produtos que séo
obtidos através da reacéo de ISRR na reacdo de PCR, possuem sequéncias de
tamanho diferentes que se localizam entre regides repetidas microssateélites,
iguais e orientadas em direcbes opostas. As regibes microssatélites sdo
sequéncias curtas com até seis nucleotideos repetidas no genoma de varios
organismos e distribuidas ao acaso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). A

taxa de evolucdo dentro dos microssatélites € considerada elevada, de modo
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gue a probabilidade de polimorfismo nestas sequéncias € maior (REDDY et al.,
2002). As sequéncias nucleotidicas simples entre as regides microssatélites séo
amplificadas por meio de iniciadores homoélogos (REDDY ET AL., 2002). E
utilizado um dnico primer na reacdo que contém de 16 a 25 pares de bases
compostos de dinucleotideos ou trinucleotideos que ancoram na extremidade 5'
ou 3' na fita de DNA (WOLFE; LISTON, 1996). Os marcadores ISSR possuem
grande importancia, pelo seu alto grau de polimorfismo, alta reprodutibilidade e
0 baixo custo (SALIMATH et al., 1994).

Um exemplo dessa sequéncia repetitiva € o polinucleotideo (GTG)s,
(RIEDL et al.,, 2018) que se baseia na amplificacdo de regibes entre
microssatélites GTG e CAC para diferenciar microrganismos inter e
intraespecificos de forma segura (LIECKFELDT et al., 1993; ILLEGHEMS et al.,
2012; KAUR et al.,, 2018). Esta regido ndo codifica sozinha, mas esta
amplamente dispersa por todo o genoma bacteriano (LUPSKI; WEINSTOCK,
1992). O primer (GTG)s foi descrito como sendo altamente aplicavel a
diferenciacdo de LAB em subespécies e niveis de estirpe. Referido como
fingerprint PCR-(GTG)s, € uma ferramenta genotipica para especiacgéo e tipagem
de lactobacilos (GEVERS et al.,, 2001). Os produtos da PCR podem ser
facilmente visualizados em gel, com base na separacéo fisica de fragmentos de
acidos nucléicos, através de uma matriz sélida que pode ser um polimero de
agarose ou poliacrilamida (ERCOLINI, 2004).

Trabalhos de identificacdo molecular baseada na técnica de PCR sao feitos
de forma continua na diferenciacdo entre grupos de microrganismos, aplicado
em varias areas do campo cientifico, como ecologia (JEEWON et al., 2018),
alimenticia (WANG et al., 2018) e em area de saude (MOREIRA et al., 2018). A
identificacdo de microrganismos no processo fermentativo de alimentos, como
por exemplo o cacau para potenciais estudos dos isolados, é feita com a técnica
de PCR como demonstrado na pesquisa de Bo et al., (2020) e So’aib et al.,
(2020). O uso da ferramenta fingerprint PCR-(GTGs) também é observado para
diversidade microbiana me fermentagdo de cacau, realizado por Serra et al.,
(2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

e Validacdo de metodologia de genotipagem de Lactobacillus plantarum

para monitoramento em fermentacao de cacau.

3.2.EPECIFICOS

o Amplificacdo diferenciada de fragmentos para diferentes linhagens de

Lactobacillus plantarum através do primer (GTG)s;

¢ Diferenciacao genotipica do Lactobacillus plantarum 7.1,

¢ Andlise da influéncia do inéculo com a linhagem Lactobacillus plantarum

7.1 durante o processo fermentativo.
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4. METODOLOGIA

4.1LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

As analises genéticas e microbioldgicas foram realizadas nos laboratoérios de
Biotecnologia Microbiana, Biologia Molecular e Monitoramento Ambiental que
estdo localizados na Universidade Estadual de Santana Cruz em llhéus-BA. A
fermentacao foi feita na fazenda Leolinda localizada no municipio de Uruguca-
BA (Latitude: 14° 35' 35" S, Longitude: 39° 17' 04" W).

4.2REATIVACAO DOS LACTOBACILOS

Isolados de Lactobacillus plantarum 7.1, previamente isolado e caracterizado
por nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2016), foram reativados através
de inoculacdo em meio liquido em caldo de MRS (Acumedia). Apds inoculacéao,
foram incubadas a 37°C até apresentar crescimento e feitas novas tentativas
com os lactobacilos que ndo crescerem em até sete dias. Apds o crescimento
em meio liquido, os lactobacilos foram inoculados em placas com meio Agar
MRS, por estriamento descontinuo, para obtencdo de colbnias puras. A
coloracdo de Gram foi realizada com cada coldnia isolada das placas.

Apos isolamento do Lactobacillus plantarum 7.1 foram reativadas mais 6
linhagens dessa mesma espécie, sendo eles Lactobacillus plantarum 6.2, 1.1,
21,22, A1, A2

4.3CARACATERIZACAO MORFOLOGICA DAS LINHAGENS

Para caracterizacdo morfologica das colbnias das linhagens foram
realizadas observacdes quanto a forma, tamanho, cor, opacidade, elevacao,
superficie, borda e producdo de exopolissacarideos. As caracteristicas
microscépicas como forma e arranjo foram observadas através da coloracéo de
Gram em microscopio 6tico Motic B1 Advanced Series.

Todas as caracteristicas foram anotadas em uma tabela, e posteriormente

foi feita uma matriz de dados com a presenca e auséncia de cada caracteristica,
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seguido por um diagrama de Venn e analise de similaridade morfologica entre

as linhagens através do programa PAST 3.26.

4.4EXTRACAO DO DNA GENOMICO DAS LINHAGENS DE Lactobacillus
plantarum

A extracdo do DNA gendmico das linhagens de Lactobacillus plantarum foi
realizada através do protocolo Silva-Filho et al., (2005) com modificacdes. As
colonias isoladas das linhagens de Lactobacillus plantarum foram colocadas
para crescer em meio liquido MRS e posteriormente 1 ml dos meios foi
transferido para microtubos de 2 ml e utilizados para extracdo do material
genético.

As amostras foram entdo centrifugadas a 5.000 g durante 5 minutos, sendo
0 sobrenadante descartado. Em seguida foi adicionado 500 pl de solucéo de lise
contendo 2 ml Tris-HCL 1 M( pH 8), 0,5 ml EDTA 0,5 M (pH 8), 1ml SDS 10%,
0,5 ml NaCl 0,5 M e 6 ml de agua destilada esterilizada e posteriormente foram
colocados em banho-maria a 60°C por 30 minutos. Posteriormente foram
acrescentados 600 pl de fenol-cloroférmio (1:1) e centrifugados a 10.000 g por
10 minutos, passando a fase superior (aproximadamente 500 ul), para outro
tubo. Passados essa etapa, foi adicionado 500 pL de cloroférmio alcool
isoamilico (29:1) e novamente centrifugado a 10.000 g por 10 minutos, passando
a fase superior para outro tubo. Para precipitacdo do DNA foram colocados 900
ul de isopropanol e 5 pl de acetato de s6dio 5 M e a solucéo foi deixada por 18
horas a -20°C.

No dia seguinte a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 30 minutos, 0
precipitado lavado com etanol 70% (a -20°C). O precipitado foi colocado para
secar a 37°C por 30 minutos aproximadamente e entéo foi ressuspenso em 100

ul de &gua ultrapura estéril.
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45PCR E OTIMIZACAO

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA dos isolados da fermentacéo foi
utilizado o primer (GTG)s realizado através dos protocolos de Lieckfeldt et al.,
(1993) e Versalovic et al.,, (1994), onde as modificagbes foram com a
concentracdo do MgIC2 e primer. Todas as reacdes feitas durante o trabalho
foram realizadas em um mix de 25 pl, sendo 23 pl de reagentes e 2 pul de DNA
extraido. O protocolo testado a partir dos dois autores citados acima tinha um
mix de 2,5 ul 10x de tampéo de reacao, 1,5 mM de MgIC2, 10 mM de dNTP’s, 10
mM de primer, 5 U/ml de Taq polimerase e 14,8 ul de agua Mili-Q estéril.

A desnaturacao foi de 5 min a 95 °C; 35 ciclos de 95 °C por 15 s, 55 °C por
1mine30s, 72°C por 1 min e 30 s; seguido por um passo de extensao final de
6 min. Nesse protocolo foram feitas amplificacdes mudando a temperatura de
anelamento de 40 a 55 °C, com varia¢do de 1 em 1 °C, e com o tempo entre 30
s e 1 mine 30 s, variando de 5 em 5 segundos. O PCR foi feito no termociclador
Eppendorf AG 22331 Hamburg (6331B0O602478).

O tamanho e a quantidade do produto de PCR foram analisados a partir de
15 pl da amostra total de PCR, através de eletroforese em gel de agarose 1,7%,
corrida por 3 horas a 50 V, e o gel corado com GelRed e observado através de
uVv.

Por fim, com os dados obtidos dos géis foram dispostos em uma tabela em
forma de matriz binaria, descartando os géis que nao amplificaram, tiveram
pouca amplificacdo ou amplificacdo sem diferenciacédo entre as linhagens. Os
que amplificaram foram dados notas entre 1 e 6 sendo avaliados a melhor
visualizacao dos fragmentos e feito um grafico para observacao com o protocolo

de melhor resultado.

4.6 GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE Lactobacillus plantarum

Os géis foram analisados por observacdo simples e as analises de
agrupamentos de similaridade genética com o programa PAST 3.26, realizadas
a partir da matriz de dados de presenca e auséncia de fragmentos que foram

observados no gel. As imagens dos géis assim como os perfis obtidos e o
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tamanho de cada fragmento foram considerados para a criagdo da base de
dados para uso interno e para validacdo da metodologia de diferenciacdo de
Lactabacillus plantarum e para rastreamento durante o processo de fermentacao

do cacau.

4.7PREPARACAO DO INOCULO

Depois de isolar as colbnias de Lactobacillus plantarum 7.1 para os testes
microbioldgicos e genéticos, foi realizada a coloracdo de Gram para confirmar a
pureza dos isolados, e novamente inoculados em meio liquido MRS em frascos
Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml de meio cada. Os frascos de Erlenmeyer
com os meios inoculados foram colocados em agitadores orbital durante 48 a 72
horas em temperatura ambiente.

Passado esse tempo de crescimento, os frascos foram retirados dos
agitadores e os meios com os lactobacilos crescidos foram armazenados em
frascos tipo schott e deixados na geladeira de 3 a 5 dias para que as células
decantassem para o fundo do frasco, para facilitar o processo de separacéo.
Com uma pipeta de vidro autoclavada o excesso de foi meio retirado, e 0 meio
celular restante foi centrifugado a 6.000 g por 10 minutos para separagao.
Posteriormente foram feitas duas lavagens com agua peptonada a 1%,
centrifugando a 6.000 g por 10 minutos. Feito isso, a peso seco celular foi medido

e ressuspenso em 200 ml de agua peptonada a 1%.

4.8QUANTIFICACAO DE CELULAS VIAVEIS DO INOCULO

Foi feita a quantificacdo da viabilidade celular do in6culo no dia de sua
inoculacéo a partir da contagem de UFC (Unidade Formadora de Coldnia), com
uma diluicdo seriada de 102a 109 e 100 pl para plagueamento em agar MRS.
Depois de 48 horas de crescimento as placas que continha um numero de
colénias entre 30 e 300 foram contadas. O numero de células obtidos foi
multiplicado pelo fator de diluicdo e o resultado expresso como UFC/ml.
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4.9FERMENTACAO E INOCULACAO

Os frutos foram provenientes da fazenda Leolinda, localizada no municipio
de Urucguca, Bahia-Brasil. As améndoas foram homogeneizadas e separadas em
4 |otes de 45 kg postos em cochos de madeira, todos contendo 0 mesmo volume
de améndoas. Os cochos possuem uma dimensao de 35 cm de largura, 40 cm
de comprimento e 38 cm de profundidade (Figura 1), que ja foram usados em
fermentacdes anteriores. As fermentacdes foram realizadas em duplicata, sendo
2 caixas inoculadas e 2 caixas sem inoculo (fermentacdo natural) que foram
utilizadas como controle negativo. As caixas foram inoculadas com 48 horas de
fermentacdo, com 100 ml contendo células de Lactobacillus plantarum 7.1. A
fermentacdo ocorreu por um periodo de 144 horas, com revolvimento da massa

a cada 48 horas de forma manual (Figura 2).

Figura 1: Cocho de madeira utilizado na fermentagdo com dimensfes de
35x40x38 cm (vista superior).

Fonte: TAVARES (2019)
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Figura 2: Revolvimento das améndoas do cocho sendo realizada de forma

manual

%

Fonte: TAVARES (2019)

4.10 DETERMINAQAO DE TEMPERATURA E pH DURANTE A
FERMENTACAO

A temperatura foi aferida pela insercdo de um termdémetro digital de haste
metélica no centro da massa fermentativa, com uma distancia em relagéo a
largura de 17,5 cm, 20 cm em relagdo ao comprimento e 19 cm em relagéo a
profundidade do cocho. O pH foi aferido diretamente na polpa de cacau, com o
pHmetro lon PHS-3E. A andlises foram feitas a cada 12 horas, durante o
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processo fermentativo, sendo o pH aferido posteriormente a fermentagédo com

as amostras congeladas.

4.11 COLETA DE AMENDOAS, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE
COLONIAS DURANTE A FERMENTACAO

As amostras de améndoas de cacau (50 g) foram coletadas a cada 12 horas
durante o processo de fermentacdo. As amostras da polpa foram coletadas da
regido central do cocho, no meio da massa fermentativa aproximadamente a
uma distancia em relagcdo a largura de 17,5 cm, 20 cm em relacdo ao
comprimento e 19 cm em relagéo a profundidade e foram transferidas para sacos
plasticos estéreis. Amostras de sementes foram coletadas a partir do tempo de
inoculacdo do lactobacilo, para realizacdo de diluicdes seriadas e posterior
isolamento das linhagens de microrganismos.

Essas amostras foram homogeneizadas com solu¢éo salina de NaOH a 1%,
sendo 1 ml de solugéo salina para cada semente. Diluicdes seriadas de 102 a
10°% foram feitas em solucdo salina e retirados 100 pl e posteriormente
plagueadas em Agar MRS e as placas incubadas a 37°C por 48 h. As colbnias
foram repicadas para obtencado de colénias puras para isolamento. Colénias que
possuiam morfologia muito distinta da linhagem de Lactobacillus plantarum 7.1

foram desprezadas.

4.12 MONITORAMENTO DE Lactobacillus plantarum 7.1

As amostras coletadas e isoladas da fermentacdo a partir do tempo da
inoculagéo tiveram seu DNA extraido de acordo com o protocolo descrito
anteriormente e posteriormente feito PCR para amplificacdo dos fragmentos de
DNA a partir do protocolo resultante do processo de otimizacdo. O DNA extraido
e amplificado da linhagem de Lactobacillus plantarum 7.1 foi analisado em gel
como controle positivo para analisar a semelhanca entre algum microrganismo
coletado e isolado durante o processo de fermentacdo fazendo o seu

monitoramento.
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4.13 ANALISE DE PARAMETROS DE INDICE DE FERMENTACAO

Foi feito a andlise dos parametros de indice de fermentacdo de acordo com
o Centro de Inovacao do Cacau localizado na Universidade Estadual de Santa
Cruz- lIhéus, seguindo os critérios das normas da ISO de padrbes de qualidade
e identidade de améndoa de cacau Cocoa Beans -Specification ISSO 2451:2017
(ISSO, 2017), avaliando o indice de fermentacdo e o indice de améndoas bem

fermentadas.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o teste de média e o desvio padrdo da média da temperatura e pH
dos cochos de fermentacédo controle e inoculado com o Lactobacillus plantarum
7.1, além do desvio padrédo da temperatura e pH dos pontos coletados dos
cochos controle e inoculado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS LINHAGENS

As observacdes macroscopicas e microscopicas foram observadas e
anotadas (Tabela 1), na qual apenas caracteristicas como tamanho e cor
mostraram ser diferente entre algumas linhagens, algumas apresentando
tamanho pequeno e outras puntiforme, e cores branca e bege. Para as demais
caracteristicas, todas as linhagens apresentaram forma circular, brilhante,
elevacao convexa, superficie lisa, borda lisa, presenca de producdo de
exopolissacarideos, forma celular de bacilos, arranjo simples e Gram-positiva.

Observacbes morfologicas sdo importantes para diferenciacdo e
classificacdo de microrganismos. A morfologia microscépica e macroscopica é o
primeiro parametro utilizado para agrupar ou descartar 0S microrganismos
estudados. Os dados obtidos fenotipicamente auxiliam e sao significativos para
uma classificacdo prévia de diferentes espécies de Lactobacillus (SATWISKY et
al., 2006).

A andlise morfolégica das colbnias é mais descritiva e serve para ajudar na
diferenciacao inicial durante o isolamento dos lactobacilos, porém néo chega a
uma conclusdo taxonémica precisa no nivel de espécie, pois existem muitas
espécies com as caracteristicas morfolégicas muito parecidas, um exemplo
disso € o Lactobacillus fermentum que possuem similares caracteristicas
morfologicas (AHMAD et al., 2018), com diferenciagbes minimas e entdo, a
diferenciacéo é apenas um agrupamento mais genérico. Algumas mudancas em
caracteristicas como colénias de Lactobacillus podem variar, se o meio utilizado
pra crescimento tiver alguma alteracdo (MCDONALD; FRAZIER, 1951), que nao
foi 0 caso do trabalho, todos os meios foram padronizados.

Vérias espécies de lactobacilos possuem fendétipos heterogéneos sendo
mais facil a sua classificacdo e diferenciacdo em relagdo a outros grupos, porém
existem aquelas com cepas muito semelhantes que torna bastante complicado
ou impossivel diferenciar apenas morfologicamente. Muitas classificacdes
empregam a fisiologia do microrganismo para a classificacdo, contudo existem

casos que algumas cepas se comportam exatamente iguais, como observado no
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trabalho de Burity e Saad (2007). Nas nossas observacdes vimos que 81% das
caracteristicas foram comuns as linhagens estudadas, resultando em uma
dificuldade de diferenciacdo por morfologia, mostrando muitas similaridades
entres as cepas de L. plantarum.

O diagrama de Venn (Figura 3) é um gréafico que representa um ou varios
conjuntos de maneira simultanea e suas intersec¢des. O diagrama de Venn
(Figura 3) feito no trabalho mostrou em suas interseccdes que 9 caracteristicas
foram comuns a todas a linhagens, 1 caracteristica em comum entre L. plantarum
7.1, 6.2, 2.2 e L. plantarum 1.1; assim como 1 caracteristica em comum com L.
plantarum 7.1, 6.2, 2.2 e L. plantarum A.2; 1 caracteristica entre L. plantarum
1.1 e L. plantarum 2.1, A.3 e por fim 1 caracteristica em comum entre L.
plantarum 2.1, A.3 e L. plantarum A.2, onde podem ser observados.

O diagrama de Venn é utilizado para mostrar a relacdo entres todas as
amostras estudadas, mostrando quais sdo, quantas e com quem as Sao
relacionadas. Isso tudo acontece a partir da andlise das caracteristicas e
agrupamento, através de suas intersec¢fes. Dentro da microbiologia também é
utilizado para andlise de diversidade pelo fato de agrupar, como € observado em
um estudo feito por Zhang et al. (2019), contudo n&o nos pode dizer com total
precisdo pois apenas caracteristica fenotipicas foram analisadas. O diagrama
observado mostrou visualmente as caracteristicas compartilhadas mostrando as
relacbes que existe entre eles, resultando em 4 linhagens das 7 amostras

estudadas.
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Tabela 1: Caracteristicas morfologicas das colénias (macroscopicas) e das células (microscépicas) observadas das sete linhagens
de Lactobacillus plantarum. (Lp = Lactobacillus plantarum).

Caracteristicas Lp 7.1 Lp 6.2 Lp 1.1 Lp 2.1 Lp 2.2 Lp A.2 Lp A.3
Forma Circular Circular Circular Circular Circular Circular Circular
Tamanho Pequeno Pequeno Pequeno Puntiforme Pequeno Puntiforme Puntiforme
Cor Branco Branco Bege Bege Branco Branco Bege
Opacidade Brilhante Brilhante Brilhante Brilhante Brilhante Brilhante Brilhante
Elevagao Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa Convexa
Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
Borda Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa

Producéo de

Exopolissacarideos Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Forma Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo

Arranjo Simples Simples Simples Simples Simples Simples Simples

Fonte: ANDRADE (2019)
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Figura 3: Diagrama de Venn mostrando a quantidade de compartilhamento das
caracteristicas morfolégicas entre as sete linhagens de Lactobacillus plantarum.
(Lp = Lactobacillus plantarum).

A-Lp7.1,6.2,2.2
B-Lp 1.1
C-Lp21, A3
D-LpA.2

Fonte: ANDRADE (2019)

A matriz binaria s6 apresentou diferenca nos tamanhos e cores das col6nias,
e a andlise de similaridade morfoldgica entre as linhagens mostrou uma divisao
em 4 linhagens dentro da espécie, sendo L. plantarum 7.1, 6.2, 2.2 uma
linhagem, L. plantarum A.2 outra linhagem, L. plantarum 2.1, A.3 outra linhagem
e por ultimo L. plantarum 1.1. A analise mostrou também que L. plantarum 7.1,
6.2, 2.2 e L. plantarum A.2 estdo mais préximo assim como L. plantarum 2.1,
A. e L. plantarum 1.1 estdo entre si. Ambos grupos que se mostraram mais
proximos tiveram uma similaridade de aproximadamente 84% e entre 0s que ndo
estdo préximos uma similaridade de 75% (Figura 4).

A andlise de similaridade morfol6gica feita apresentou que para as 7
linhagens estudadas, existem apenas 4, mostrando que algumas amostras
seriam da mesma linhagem. Diferente do diagrama de Venn, essa analise
permite observar a proximidade e distancia entre os grupos estudados, que
apesar de mostrar o mesmo numero de grupos, nos permitiu inferir qual grupo é

mais proximo do outro assim também como eles todos estéo entre si.
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Figura 4: Dendograma de similaridade fenética, pelo programa “Past” 3.26,

utilizando o coeficiente “Jaccard” de similaridade, feito com dados morfolégicos

Similaridade
0.75 0.80 0.85 0.90 0.95

L 1 | 1 1

Lp 2.2

Lp6.2

Lp 7.1

LpA2

| Lp2.1

|LpA3

Lp 1.1

Fonte: ANDRADE (2019)

PCR E OTIMIZACAO

O protocolo que teve melhor resultado nos testes foi 0 mix de de 2,5 pl 10x
de tampéo de reacao, 3,0 mM de MgIC2, 10 mM de dNTP’s, 2 ul a 10 mM de
primer, 5 U/ml de Taq polimerase e 12,3 pl de agua Mili-Q estéril para 1 amostra
de DNA. O aumento em 2x na concentracao do MgClz e do primer resultou em
um gel com melhor visualizagao. A partir de uma fusao do protocolo de Lieckfeldt
et al., (1993) e Versalovic et al., (1994), esse resultado foi 0 melhor obtido dentro
das condi¢des, uma vez que a busca pela melhoria do protocolo faz com que
haja uma melhor identificacdo e menor probabilidade de erro.

O melhoramento de visualizacdo do gel quando aumentado a concentracéo

do MgCl2 e do primer em duas vezes pode ser explicado pelo fato de que o MgCl2
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€ um reagente importante para o funcionamento da enzima DNA polimerase,
pois libera fons Mg?* que é um cofator indispensavel para a enzima, além disso
afetam as temperaturas de desnaturacdo das fitas de DNA e de anelamento de
primers (SAIKI, 1989; VIEIRA, 1993), entdo esse aumento pode ter ajudado com
a funcionalidade da enzima e também nos processos de desnaturacdo e
anelamento. Contudo em altas concentracdes podem ser responsaveis pelo
aparecimento de produtos inespecificos, formados por aumento excessivo da
atividade da polimerase e pela formacédo de dimeros de primers (SAIKI, 1989),
evidenciando que uma medida critica deve ser fornecida para o bom
funcionamento do PCR. A concentracdo final de MgCl: utilizada condiz
perfeitamente com o trabalho realizado por De Carvalho e Vieira (2001)
mostrando uma faixa de concentracdo 6tima entre 2,0 e 3,2 Mm para MgCl2.

O aumento da concentragcédo do primer eleva o rendimento da reagao, essa
pode ser a explicacdo, porém o mesmo cuidado deve ser mantido em relacéo a
altas concentracdes, pois o rendimento pode ser muito alto enquanto a reacéo
diminui as especificidade, fazendo com que a obtenha-se erros nos resultados
(SAIKI, 1989; VIEIRA, 1993). O MgCl: est4 diretamente ligado ao primer, a
otimizacdo desse reagente pode diminuir os efeitos de anelamento entre
primers, diminuindo sua concentracdo em relacdo ao produto de interesse
(KRAMER: COEN, 2001).

As temperaturas de anelamento testadas com 40 a 42°C ndo mostraram
amplificacdo, as temperaturas de 43 e 44°C resultaram em apenas rastros de
amplificacdo no gel, as temperaturas de 45 e 46°C tiveram pouca amplificacao,
as temperaturas de 47 a 50°C amplificaram porém ndo diferenciaram uma
linhagem da outra e as temperaturas de 51 a 55°C amplificaram e diferenciaram
(Quadro 1). A temperatura de anelamento € muito esta diretamente ligada ao
Ponto de Fusédo Médio do primer, denominado de Twm (Temperature of Melting)
que € a temperatura em que metade dos primers estdo anelados no DNA e a
outra metade livre na reacdo, na qual a metade livre estara disponivel pro
proximo ciclo (VIEIRA, 1993). Se a temperatura de anelamento néo estiver
relacionado com o Twm, pode ocorrer de que grande parte dos primers estejam
anelados entre si, prejudicando a reacéo de PCR, e por esse motivo foi feito uma
otimizacao utilizando uma grande escala de temperatura de anelamento para
(GTG)s.
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Em relagcdo ao tempo de anelamento, ndo foi observado tanta diferenca
entres 0s tempos experimentados, alguns trabalhos realizados falam sobre
tempos utilizados que néo afetaram o resultado da PCR como o de Bercovich et
al. (1999). Porém a composicdo do primer é de grande influéncia para o tempo
de anelamento, quantidades ricas em GC podem afetar esse tempo, fazendo
com gue acréscimos ou decréscimos de 5 segundos possam fazer muita
diferenca, conforme observado no trabalho de Yu e Paul (1993).

Foi observado que dentre as temperaturas que tiveram amplificacdo e
diferenciagdo, quanto mais se aproximavam da temperatura de 53°C de
anelamento e no tempo de 1 minuto (Figura 5), mostravam melhores resultados,
tendo a temperatura de 53°C e o tempo de 1 minuto com o melhor resultado
apresentado. Muitos primers ISSR tem sua temperatura 6tima de anelamento
entre 45 e 55°C, como foi observado no trabalho de otimizagéo realizado Gomes
et al. (2012), que obteve como resultado uma faixa de temperatura de
anelamento de 47,4 a 52,4°C, no trabalho de Ryberg et al. (2011) com uma
temperatura 6tima de 51°C, porém também ja foi observado para primer (GTG)s
temperatura 6tima de anelamento em 60°C como foi mostrado no trabalho de
Korvin et al. (2014). Mesmo observando esses trabalhos, é justificavel testar
temperatura abaixo de 45°C, ja que muitos primers com 12 a 15 pares de base
sdo acessiveis a uma temperatura de anelamento entre 40 e 45°C (SAIKI, 1989)
que pode ser evidenciado no trabalho de Svec et al. (2010) que tem 40°C como

temperatura de anelamento para o primer (GTG)s.
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Quadro 1: Relacao entre temperatura (°C) e tempo (min) de anelamento para amplificacdo de fragmentos de DNA.
. - Nao amplificou, |:| - Rastros, . Amplificou pouco, . -Amplificou, mas nao diferenciou, . - Amplificou e diferenciou.

40°C | 41°C | 42°C | 43°C

00:30 min

00:35 min

00:40 min

00:45 min

00:50 min

00:55 min

01:00 min

01:05 min

01:120 min

01:15 min

01:20 min

01:25 min

01:30 min

Fonte: ANDRADE (201
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Figura 5:Gréafico de otimizacdo de PCR relacionando o tempo com a temperatura

de anelamento com notas obtidas de 1 a 6

4

00:30 00:35 00:40 00:45 00:50 00:55 01:00 01:05 01:10 01:15 01:20 01:25 01:30 (Tempo)
m51°C mb52°C m53°C "54°C m55°C (Temperatura)

Notas

N

Fonte: ANDRADE (2019)

GENOTIPAGEM DAS LINHAGENS DE Lactobacillus plantarum

No gel feito com o protocolo ja estabelecido, foi observado um total de 21
fragmentos polimérficos de DNA, néo existindo nenhum fragmento monomérfico
(Figura 6). A amplificacdo do DNA dos lactobacilos com o primer (GTG)s gerou
perfis de 4 a 10 fragmentos polimorficos. A falta de fragmentos monomérficos
mostra uma grande heterogeneidade entre as amostras, no que diz a respeito a
amplificacdo dos fragmentos apresentados. O PCR-(GTG)s mostrou-se bastante
eficaz na amplificacao e diferenciagéo das linhagens em gel de agarose, pode-
se notar que sendo a mesma espécie, diferentes fragmentos foram amplificados
mostrando existem diferencas em suas sequéncias de DNA.

A técnica de PCR-(GTG)s, € uma técnica fingerprint que resulta em um
padrdao de bandas visualizadas no gel que correlaciona o tamanho molecular
desses fragmentos (VOET; VOET, 2011), no entanto é possivel que bandas com
sequéncias diferentes tenham o mesmo padrdo de mobilidade num gel de
agarose. Isso pode acontecer pelas sequéncias terem a mesma quantidade de

nucleotideos, porém em posicdes diferentes que ird resultar em um fragmento
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de mesmo tamanho, levando a uma identificacdo falsa positiva. Porém
sequéncias iguais ndo podem ter mobilidade diferentes, entdo uma vez com
perfis diferenciados em um gel, podemos afirmar que existe diferenca em alguma

sequéncia do DNA.

Figura 6: Produto de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de agarose
1,7 % das sete linhagens de Lactobacillus plantarum, usando o primer (GTG)s.
Marcador de peso molecular: 1kb Ludwig Biotec.

. Fonte: ANDRADE (2019)

Na analise de similaridade genética foi observado que as 7 linhagens se
comportavam como sendo todas diferentes entre si, mostrando que o L.
plantarum 1.1 e A.3 possui 0 maior grau de aproximacao genética entre si com
80% de similaridade, seguido de L. plantarum 7.1 e 2.1 com 70% de similaridade,
depois L. plantarum 6.2 e A.2 com 35% de similaridade. As linhagens de L.
plantarum 7.1 e 2.1 possuem um pouco mais de 27% de similaridade com as
linhagens de L. plantarum 6.2 e A.2. A linhagem de L. plantarum 2.2 é a mais
distante geneticamente das outras linhagens, compartilhando 10% de
similaridade com os outros lactobacilos (Figura 7).
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Em comparacdo com os resultados obtidos pela caracterizagdo morfoldgica,
a analise genética mostrou-se muito mais sensivel, resultando em uma
diferenciacdo mais especifica. Zanini et al. (2012) relatou que a reacédo de PCR
para identificacdo de Lactobacillus spp possui maior sensibilidade do que outras
metodologias, ndo descartando-as, mas mostrando sua importancia pelo alto
fator discriminatorio.

Muitos trabalhos vém sido relatados com o uso de marcadores ISSR, com
técnicas de PCR-(GTG)s pelo fato de ser uma técnica rapida, simples e barata
com uma alta reprodutibilidade. Gevers et al. (2003) e Svec et al. (2011)
utilizaram o iniciador (GTG)s para a caracterizagdo molecular de lactobacilos e
como resultado observou variacao inter e intraespecifica, evidenciando um poder
discriminatorio para diferenciar linhagens e espécies.

Comparando os resultados dos dados morfolégicos com os dados de
identificacdo molecular, é possivel identificar uma grande divergéncia entre os
padrées de classificacdo que foram obtidos. Quando observados os
agrupamentos resultantes nao foi possivel relacionar o perfil genético com as

caracteristicas morfologicas.
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Figura 7: Dendograma de similaridade fenética, pelo programa “Past” 3.26,
utilizando o coeficiente “Jaccard” de similaridade, feito com dados genéticos

utilizando produtos de PCR amplificados com o primer (GTG)s.

Similaridade

01 02 03 04 05 06 07 08 09
1 L 1 1 | 1 1

1 1

Lp22

Lp 2.1

Lp 7.1

LpA2

Lp 6.2

Lp 1.1

LpA3

Fonte: ANDRADE (2019)

PREPARACAO E QUANTIFICACAO DO INOCULO

O ind6culo teve crescimento celular em todos os frascos Erlenmeyer com 48
horas em temperatura ambiente. A peso seco celular foi medido e teve como
resultado 23,988 gramas. O peso seco calculado garante uma estimativa de uso
comum por partes de produtores em que a “dose” do indculo sera calculada pelo
peso em relagdo a quantidade de cacau utilizado e ndo por numero celular ou
unidades formadora de col6nias, sendo uma forma de comercializar em forma
de produto e garantir o uso mais facilitado para o produtor de pequena e grande

escala.



35

O numero estimado de células viaveis que foi de 1,31 x 108 UFC/mI, sendo
3,2 x 10°® UFC/g. O numero de células viaveis contadas, € um numero
aproximado que condiz com trabalhos feitos de inoculacdo de Lactobacillus em
cacau, tendo em vista que foram feitas inoculacdes em ordem de 108 UFC/mI
(MISNAWI et al., 2017) e 10'° UFC/mI (DJAAFAR et al., 2019), ambos obtendo
bons resultados em suas fermentag¢des. Entdo a concentracdo intermediaria foi
uma estratégia a obter um resultado satisfatorio. E observado também que a
maiorias dos trabalhos com inoculacdo de lactobacilos, € feito como inéculo
starter, momento em que ha uma maior competicdo com as leveduras.
Observado que no inicio da fermentacédo as condi¢cdes sdo mais propicias para
as leveduras, no nosso trabalho foi inoculado num tempo de 48 horas onde o
favorecimento ambiental é maior para as bactérias lacteas, assumindo que esse

numero de unidade formadoras de coldnias é suficiente.

TEMPERATURA E PH DURANTE A FERMENTACAO

Na fermentacédo observou-se um declinio de pH nas primeiras 36 horas de
aproximadamente 4,4 para 3,4 para todos os cochos, seguido de um aumento
progressivo para o cocho controle, subindo de 3,47 para 4,4 enquanto o cocho
inoculado teve um aumento menor comparado com o controle, subindo de 3,47
para 3,86 (Figura 8). Com 48 horas de fermentacao houve mais um declinio para
todos os cochos, porém o cocho controle se manteve com o pH mais elevado
gue o inoculado, obtendo uma estabilidade e com proximidade de valores entre
72 e 84 horas. A introducdo do in6culo pode ter tido uma relevancia para a
diminuicdo do pH em comparacédo com o cocho controle nessa faixa de tempo.

O cocho controle se permaneceu estavel até aumentar novamente em 108
horas ndo declinando mais até o fim da fermentacdo. O cocho inoculado teve
outro aumento subito com 84 horas seguido de declinio com 96 horas,
aumentando novamente em 108 horas, se mantendo similar ao cocho controle
até o fim do processo fermentativo, finalizando com valores para o grupo controle
e o inoculado respectivamente 4,42 e 4,65 (Figura 8).

Os valores observados do pH no experimento de ambos os tratamentos

(controle e inoculado), estdo dentro da normalidade para uma faixa entre 3 e 5,
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comegando com valores mais baixos com uma tendéncia natural a alcangar
valores proximo a 5 no final do processo fermentativo (LEHRIAN; PATTERSON,
1983). Valores aproximados a estes também coincidindo com o nosso trabalho,
sao encontrados com outros trabalhos realizados em fermentagéo de cacau,
como o de Camu et al. (2007) e Papalexandratou et al. (2011), com seus valores
finais de pH dentro da faixa considerado normal na fermentacéo.

Essa faixa de pH no processo de fermentacdo faz com que haja um
favorecimento da proliferagdo de microrganismos acidofilos como as leveduras,
bactérias lacteas e bactérias acéticas na polpa de cacau, além da inibicdo do
crescimento de outros microrganismos indesejaveis (BIEHL; ZIEGLEDER,
2003). Isso tudo permite uma maior concentracdo desses microrganismos
fermentadores.

A média do pH do cocho controle foi de 3,93 com um desvio padrdo de
0,391 e a média do pH do choco inoculado foi de 3,91 com um desvio padréo de
0,416. Com um valor de p igual a 0,9, ndo foi observado diferencas significativas
entre os niveis de pH das améndoas do cocho controle e do cocho que foi
inoculado. Isso mostra que a inoculagdo com o L. plantarum 7.1 n&o teve efeito

significativo sobre os valores de pH ao longo do processo fermentativo.

Figura 8: Variacdo do pH nas améndoas de cacau, no cocho de fermentagéo ao
longo dos tempos do processo fermentativo. Coleta na fazenda Leolinda
(Urucuca — BA).

| T
AL

-e-Inoculado Controle

pH

12h 24h 36h 48h 60h 72h 84h 96h 108h 120h 132 144h

Tempo de Fermentagédo (horas)

Fonte: ANDRADE (2019)
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A temperatura de todos os cochos eleva-se nas primeiras 48 horas, onde o
cocho controle tem seu crescimento sem declinios até 72 horas com um aumento
de 21°C, chegando a ficar com 48,8°C e variando posteriormente entre 0,7°C pra
cima e 3°C para baixo (Figura 9). O cocho inoculado teve seu crescimento sem
declinios até 60 horas de fermentagéo, onde obteve seu pico maximo de valor
de temperatura de 51,3°C, com um aumento de 17,7°C do valor inicial.
Posteriormente seus valores diminuiram e aumentaram, sendo o declinio mais
significativo de 6,85°C. E observado que a temperatura do cocho controle € mais
baixa que o do controle antes e pds inoculagdo, mantendo-se similares apos 72
horas de fermentacéo.

A temperatura do cocho de fermentacao atinge entre 40 e 45°C nas primeiras
48 horas do processo de acordo com a literatura, podendo aumentar ainda mais
com o revolvimento, chegando até 50°C ou superior (ARDHANA; FLEET, 2003;
THOMPSON et al., 2007).0 aumento da temperatura € observado em ambos
tratamentos, porém apenas o cocho controle ndo seguiu o padrdo de valor de
temperatura nas 48 horas, devido ao fato do chocho esta com uma temperatura
menor em relacdo aos cochos inoculados desde o tempo 0, sabendo que a
inoculacao foi feita depois desse tempo, néo indica qualquer sinal de influéncia
do lactobacilo da temperatura ser mais alta. Depois do revolvimento com 48
horas observou-se um aumento continuo em ambos tratamentos, porém o cocho
controle levou 12 horas a mais para atingir a proximidade dos 50°C, por estar
com uma temperatura menor desde o inicio do processo.

As temperaturas dos tempos finais de coleta de fermentacédo coincidem com
as temperaturas de outros trabalhos como o de Camu et al. (2007), Pereira et al.
(2012) e Miguel et al. (2017). Os lactobacilos apresentam faixa de temperatura
otima entre 30 e 40°C, sendo uma temperatura padrdo de incubacéo de 35 a
37°C (AIT OUALI et al., 2014; PRABHURAJESHWAR; CHANDRAKANTH,
2017). No experimento foi inoculado coincidentemente no cocho com
temperatura maior com valor de 44,7°C, enquanto o cocho controle nesse
mesmo tempo media 36°C.

A média da temperatura do cocho controle foi de 41,3°C com um desvio
padrdo de 7,946 e a média do cocho inoculado foi de 44,3°C com um desvio
padrao de 6,287. Com um valor de p igual a 0,19, nédo foi observado diferencas

significativas entre os niveis de temperatura das améndoas do cocho controle e
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do cocho que foi inoculado, mostrando que a inoculagdo com o L. plantarum 7.1
nao teve efeito significativo sobre os valores de temperatura no processo

fermentativo.

Figura 9: Variacdo da temperatura nas améndoas de cacau, no cocho de
fermentacao ao longo dos tempos do processo fermentativo. Coleta na fazenda

Leolinda (Uruguca — BA).
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Fonte: ANDRADE (2019)

COLETA DE AMENDOAS, ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE COLONIAS
DURANTE A FERMENTACAO

Do total de 180 placas plagqueadas das diluicdes das coletas, 30 nao tiveram
crescimento, 90 apenas crescimento fungico e 60 com crescimento fangico e
possivelmente bacteriano. De 60 placas com crescimento fungico e
possivelmente bacteriano, 12 placas tiveram crescimento de col6nias similares
a L. plantarum 7.1. Das 12 placas que tiveram col6nias similares a L. plantarum
7.1 obtivemos um total de 32 colbnias para analise de monitoramento. Essas 32
colonias estavam dispostas em todos os cochos ao longo dos tempos de

fermentacao a partir do dia de inoculacao.
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Apesar de ter tido crescimento de colbnias, a quantidade de placas e de UFC
foram bem abaixo do que se é esperado nessas condi¢cdes, e podemos inferir
uma série de motivos para esse acontecimento. A quantidade de améndoas
utilizadas foi bem abaixo da média de trabalhos feitos, que utilizam de 100 a 500
g (LEFEBER et al., 2012; ILLEGHEMS et al., 2012; SANDHYA et al., 2015). No
nosso trabalho foram retiradas 50 g de amostra sendo utilizada para diluicao
apenas 15 gramas (9 améndoas). Esse foi um fato que podemaos atribuir ao baixo
namero de colbnias por placas, assim também como o congelamento das
améndoas, que pode ter afetado no metabolismo das bactérias ou até mesmo
matando-as, apesar de que a L. plantarum tem um boa adaptacéo e resisténcia
a baixas temperaturas (FIOCCO et al., 2007), o tempo de congelamento pode
se tornar critico (FOSCHINO et al., 1996). A temperatura e pH também pode ter
sido uma causa da diminui¢do da resisténcia do lactobacilo ao congelamento

como mostra o trabalho de Wang et al. (2005).

MONITORAMENTO DE Lactobacillus plantarum 7.1

No gel foram visualizadas amostras de 48 horas até 144 horas nos cochos
controles e cochos inoculados. Das 32 amostras, 16 amostras ficaram no
primeiro gel que s&o de tempos de 48 horas a 96 horas e 16 amostras ficaram
no gel 2, que possui tempos de 108 a 144 horas. Nos dois géis que foram feitos
nao se ver o L. plantarum 7.1, apesar que no primeiro gel, observa-se duas
amostras, o 28M6 e 30M3 que sao iguais e diferem apenas em 3 fragmentos
com L. plantraum 7.1 (Figura 10), sendo as amostras mais préximas. O gel 2
possui a amostra 30T3 que difere também em apenas 3 fragmentos do L.
plantarum 7.1 (Figura 11).

Nos dois géis ndo foram observados a presenca do L. plantarum 7.1, apesar
de ser observado muitas colénias com o mesmo aspecto, nao foi identificado
nenhuma amostra com o mesmo perfil genético. Uma das causas que pode
explicar isso, ja foi mencionado anteriormente, relacionado a baixa temperatura
gue pode afetar diretamente o lactobacilo sendo muito sensivel a esse estresse

térmico.
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Figura 10: Produto de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de
agarose 1,7 % dos isolados da fermentacdo no tempo de 48 a 96 horas, usando

o primer (GTG)s. Marcador de peso molecular: 1kb Ludwig Biotec

M Lp7.1  28M3 28M4 28M5 28M6 28M6 2873 2874 2875 29M3 29M3 29M6 29T3  30M3 30M4  30M5  30M6

Fonte: ANDRADE (2019)

Figura 11: Produto de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de
agarose 1,7 % dos isolados da fermentacdo no tempo de 108 a 144 horas,
usando o primer (GTG)s. Marcador de peso molecular: 1kb Ludwig Biotec.

M Lp74 30T3 30T3 30T4 3074 1M3 1M4 1M5 1M6 1T3 1T4 175 176 2M3 2M4 2M5 2M6é CN

. Fonte: ANDRADE (2019)

O gel 1 possui uma maior diversidade de microrganismos em comparacao
ao gel 2. No gel 2 é observado que da amostra 1T3 a 2M3 que corresponde aos
tempos de 120 horas a 144 horas, 0s microrganismos sdo idénticos. Esses

microrganismos visualizados no gel 2 podem refletir a uma possivel relacéo de
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resisténcia e sobreposi¢céo a outros microrganismos no mesmo tempo. Pelo fato
de serem coletados no final da fermentacédo, pode ser que esses microrganismos
sejam bactérias acido acéticas ou até mesmo outras bactérias acido laticas (DE
VUYST; WECKX, 2016; SOUMAHORO et al., 2019). A sua morfologia idéntica
ao lactobacillus plantarum 7.1 pode indicar que seja uma linhagem de L.
plantarum ou mesmo de L. fermentum, tendo em vista trabalhos em que
mostraram uma alta concentracdo dessas duas espécies de microrganismos em
final de fermentacdo (PEREIRA et al., 2012).

A maior diversidade encontrada no gel 1, pode ser explicada pelo fato que
nos primeiros tempos de fermentacdo ha uma maior diversidade de
microrganismos e depois com o passar do tempo do processo, hd uma selecao
entre 0s microrganismos que conseguem sobreviver as condigdes que estdo no
ambiente fermentativo (DE VUYST; WECKX, 2016;), e também com a interacao
entre eles, sendo que muitas substancias acabam por inibir o crescimento da
ampla maioria, fazendo com que haja uma diminuicdo da variedade de
microrganismos (DE VUYST; WECKX, 2016). Apesar de nao ter visto o
Lactobacillus plantarum 7.1 ao longo da fermentacdo néo diminui a qualidade do

protocolo otimizado.

ANALISE DE PARAMETROS DE INDICE DE FERMENTACAO

Em relacédo ao indice de fermentacao, foi observado que o cocho controle
obteve 84%, enquanto o cocho inoculado obteve 92,3%. Em relagdo ao indice
de améndoas bem fermentadas o cocho controle obteve 65,5% e o cocho
inoculado 73,3%. Analisando essas observacdes podemos perceber que o
cocho inoculado obteve melhores resultados nos dois indices. De acordo com o
comércio de améndoas, para o mercado, améndoas bem fermentadas acima de
70% sé@o mais valorizadas, o que pode indicar uma vantagem do indculo.
Contudo ainda devem ser analisados outros parametros tais como geracao de
acucares redutores e aminodcidos livres, como andlise de aceitagdo de sabor

para afirmar a eficacia do in6culo.
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6. CONCLUSAO

A amplificacdo diferenciada de fragmentos para linhagens Lactobacillus
plantarum através do primer (GTG)s mostrou que o (GTG)s é eficaz na
diferenciacdo das linhagens de lactobacilos sendo também eficaz para as
amostras coletadas da fermentacdo, mostrando que é um marcador que utiliza
uma metodologia altamente discriminante a nivel de linhagem bacteriana.

A diferenciacdo genotipica do Lactobacillus plantarum 7.1 foi alcangada, a
partir do protocolo otimizado realizado no trabalho, mostrando um protocolo
eficiente, podendo ser usado seu padréo genético como controle positivo.

A influéncia do inéculo Lactobacillus plantarum 7.1 foi realizada através da
avaliac@o dos parametros nas interferéncias fisico-quimicas durante o processo
de fermentag&o do cacau, e foi observado que nao houve diferenga significativa
entre a meédia da temperatura e pH das amostras inoculadas e controle,
indicando que o indéculo ndo teve interferéncia na fermentacdo em relacdo a
esses dois aspectos. E em relacdo a analise dos parametros de indice de
fermentacdo, o cocho inoculado teve um resultado melhor comparado com o

cocho controle.
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