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RESUMO

A pesquisa visa encontrar alternativas as fontes tradicionais de probioticos, como os produtos lacteos,
além de preencher a lacuna de informagdes sobre a microbiota de frutos nativos do Cerrado,
especialmente na Bahia. O objetivo central do estudo foi isolar, caracterizar e identificar as cepas de
BALs presentes do maracuja-do-mato (Passiflora cincinnata Mast), avaliando sua viabilidade como
probidticos na industria de alimentos e sua conformidade com critérios de seguranca estabelecidos pela
Anvisa. Para tanto, foram coletadas amostras de flores e folhas para identificagdo da espécie, e frutos
submetidos a fermentacdo espontanea. Os isolados foram caracterizados por testes de catalase,
coloracdo de Gram, coagulase, gelatinase, DNase, resisténcia ao baixo pH e identificado através do
sequenciamento do gene 16S ribossomal. Adicionalmente, foram realizados ensaios de suscetibilidade
a antibioticos e de atividade antimicrobiana. No total, 590 isolados foram obtidos, dos quais 6 se
mostraram Gram-positivos e catalase negativos. Destes, 3 apresentaram resultados negativos para
coagulase, gelatinase e DNase. Entre eles, uma cepa demonstrou resisténcia significativa a acidez
gastrica, sensibilidade a trés antibidticos e inibi¢do expressiva contra quatro patégenos distintos. A
andlise molecular identificou o género Enterococcus, com similaridade a espécie E. faecium. Os
resultados indicam que a cepa isolada de maracuja-do-mato possui potencial probidtico promissor,
ressaltando a importancia de frutos nativos do Cerrado como fontes alternativas de BALs e
evidenciando o potencial biotecnologico e sustentavel desse bioma. Ensaios adicionais sdo necessarios
para confirmar seus beneficios a satde.

Palavras-chave: Cerrado. Frutos Nativos. Fermentagcao Espontanea. Cepas Funcionais.

ABSTRACT

The research aims to find alternatives to traditional sources of probiotics, such as dairy products, and
to fill the information gap on the microbiota of native fruits of the Cerrado, especially in Bahia. The
main objective of the study was to isolate, characterize, and identify the LAB strains present in the
wild passion fruit (Passiflora cincinnata Mast), assessing their viability as probiotics in the food
industry and their compliance with the safety criteria established by Anvisa (Brazilian Health
Regulatory Agency). To this end, flower and leaf samples were collected for species identification, as
well as samples from fruits subjected to spontaneous fermentation. The isolates were characterized by
catalase, Gram staining, coagulase, gelatinase, DNase, and low pH resistance tests, and identified
through 16S ribosomal gene sequencing. Additionally, antibiotic susceptibility and antimicrobial
activity tests were performed. A total of 590 isolates were obtained, of which 6 were Gram-positive
and catalase-negative. Of these, three tested negative for coagulase, gelatinase, and DNase. Among
them, one strain demonstrated significant resistance to gastric acidity, sensitivity to three antibiotics,
and significant inhibition against four distinct pathogens. Molecular analysis identified the genus
Enterococcus, with similarity to the species E. faecium. The results indicate that the isolated wild
passion fruit strain has promising probiotic potential, highlighting the importance of native Cerrado
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fruits as alternative sources of LAB and demonstrating the biotechnological and sustainable potential
of this biome. Additional trials are needed to confirm its health benefits.

Keywords: Cerrado. Native Fruits. Spontaneous Fermentation. Functional Strains.

RESUMEN

La investigacion busca alternativas a las fuentes tradicionales de probioticos, como los lacteos, y cubrir
la falta de informacion sobre la microbiota de las frutas nativas del Cerrado, especialmente en Bahia.
El objetivo principal del estudio fue aislar, caracterizar e identificar las cepas de bacterias lacticas
bacterianas (BAL) presentes en la maracuya silvestre (Passiflora cincinnata Mast), evaluando su
viabilidad como probidticos en la industria alimentaria y su cumplimiento de los criterios de seguridad
establecidos por la Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Para ello, se recolectaron
muestras de flores y hojas para la identificacion de especies, asi como muestras de frutas sometidas a
fermentacion espontanea. Los aislados se caracterizaron mediante pruebas de catalasa, tincion de
Gram, coagulasa, gelatinasa, DNasa y resistencia a bajo pH, y se identificaron mediante secuenciacion
del gen ribosomal 16S. Ademas, se realizaron pruebas de susceptibilidad a antibidticos y actividad
antimicrobiana. Se obtuvieron 590 aislados, de los cuales 6 fueron grampositivos y catalasa-negativos.
De estas, tres dieron negativo en las pruebas de coagulasa, gelatinasa y DNasa. Entre ellas, una cepa
demostrd resistencia significativa a la acidez gastrica, sensibilidad a tres antibiodticos e inhibicion
significativa contra cuatro patogenos distintos. El analisis molecular identific6 el género Enterococcus,
con similitud con la especie E. faecium. Los resultados indican que la cepa aislada de maracuya
silvestre tiene un potencial probidtico prometedor, lo que resalta la importancia de las frutas nativas
del Cerrado como fuentes alternativas de BAL y demuestra el potencial biotecnologico y sostenible de
este bioma. Se requieren ensayos adicionales para confirmar sus beneficios para la salud.

Palabras clave: Cerrado. Frutas Nativas. Fermentacion Espontanea. Cepas Funcionales.
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1 INTRODUCAO

Os probiodticos desempenham um papel essencial na promog¢do da satide humana,
especialmente por sua capacidade de melhorar a microbiota intestinal. A manutencdo desse
microambiente saudavel ¢ fundamental para o equilibrio fisiolégico e a preservagao da saude do
organismo (Raizel et al., 2011).

Sao caracterizados como probidticos, microrganismos vivos nao digeriveis, capazes de resistir
as condicdes adversas do estdmago e, ao aderir ao epitélio intestinal, coloniza o intestino, mesmo que
de forma temporaria (Oliveira et al., 2002). A seleg¢ao de bactérias probioticas ¢ baseada em critérios
especificos estipulados pela Anvisa (2018; 2021), que incluem a auséncia de patogenicidade,
capacidade de produzir compostos antimicrobianos, ser metabolicamente ativas no intestino e
capacidade de inibir bactérias patogénicas.

Nesse contexto, nota-se um avango significativo no uso biotecnolégico de Bactérias Acido-
Laticas (BALs) em diversos setores da industria alimenticia (Kieliszek ef al., 2021). Este grupo exerce
funcdo probiodtica e ¢ amplamente reconhecido como seguro pela Food and Drug Administration
(FDA), possuindo o status de "Generally Recognized As Safe" (GRAS). De acordo com a Embrapa
(2011), as BALSs sdo classificadas como Gram-positivas, catalase negativas, possuindo metabolismo
homofermentativo ou heterofermentativo. As suas propriedades permitem o uso extensivo dessas
bactérias na producao de alimentos, confirmando a promogao da saude digestiva (Raizel ef al., 2011).

As BALs podem ser isoladas de fontes ndo convencionais, como alimentos fermentados de
origem animal e vegetal. Esses microrganismos refletem a microbiota do ambiente de produgao e,
quando avaliados quanto as suas propriedades probiodticas e de seguranca, podem oferecer uma
alternativa viavel as bactérias intestinais. Para individuos com intolerancia a lactose, alternativas aos
probidticos derivados de alimentos fermentados ndo lacteos, incluindo os frutos, estdo sendo
investigadas como fontes potenciais (Sionek et al., 2023). Portanto, a utilizacdo de uma fonte de
fermentacdo adequada ¢ crucial para o eficiente isolamento desses microrganismos.

O maracuja-do-mato (Passiflora cincinnata Mast.) surge como um substrato adequado para o
isolamento de BALs, pois além de apresentar caracteristicas fermentesciveis como o pH da polpa que
varia entre 2 e 3 (EMBRAPA, 2009), a espécie ¢ altamente utilizada na medicina tradicional para o
tratamento de hipertensdo arterial, tratamento de colesterol e como ansioliticos e sedativos (Pereira et
al., 2023). O consumo dos frutos in natura esta fortemente relacionado a reducao do risco de doencas
cronicas nao transmissiveis (Aguillon-Osma et al., 2019). Diversos potenciais ja foram identificados
no maracuja-do-mato, como digestivo, terapéutico, anti-inflamatorio, antibacteriano (Reis et al.,
2018), confirmando caracteristicas aliadas ao efeito probiotico.

Assim, este estudo investigou o potencial do maracuja-do-mato, como uma fonte de isolados

de BALs, abrindo novas oportunidades para futuras aplicagcdes industriais alimenticias. Para alcancar
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este objetivo, microrganismos foram isolados a partir dos frutos, identificados e caracterizados, sendo
avaliados conforme os critérios da Anvisa, que compreendem testes especificos para validar sua

identidade e seguranca.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras coletadas foram folhas, flores e frutos de maracuja-do-mato (Figura 1), obtidas
assepticamente em area de Cerrado, localizada entre as cidades de Barreiras e Luis Eduardo
Magalhaes, Bahia. O procedimento de coleta foi realizado seguindo os procedimentos do Herbéario
Virtual da Flora e dos Fungos (INCT, 2013). As folhas e flores foram coletadas com o intuito de
realizar a identificacdo da espécie frutifera, e os frutos foram direcionados para o isolamento de
microrganismos. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos hermeticamente fechados em

condig¢des higiénicas e armazenados sob refrigeracdo para posterior analise.

) coletados em érea de Cerrado, Bahia.

,A- ' 2 % ..tk: 1 o |

* Fonte: Propria (2023).

2.2 IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

Para a identificacao da espécie, quatro etapas foram executadas, descritas pelo Herbario Virtual
da Flora e dos Fungos (INCT, 2013): produgdo de prensa, montagem de exsicata, acesso a chaves de
identificagdo e registro das exsicatas. Para a prensa, folhas e flores foram direcionadas para o Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia da Bahia (IFBA), campus Barreiras, e dispostas sob
camadas de jornal e papeldo. Apos, pallets foram dispostos nas camadas superiores e inferiores e,
entdo, a prensa foi encaminhada para secagem em estufa automatica a 40°C por 2 dias. A prensa foi
direcionada para o herbario da Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB) campus Barreiras

(BRBA - UFOB) para a produgao das exsicatas.
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As amostras desidratadas foram costuradas em cartolina rigida e branca. Apds, chaves de
identificacdo foram buscadas através do Herbario virtual, https://reflora.jbrj.gov.br/. O género e a
espécie encontrados foram escritos sob a cartolina contendo as amostras secas. O registro biologico da
exsicata produzida foi realizado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).

2.3 PREPARO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os frutos foram direcionados para o Laboratoério de Biotecnologia da Universidade Federal do
Oeste da Bahia (CMLEM/UFOB), campus Luis Eduardo Magalhaes, e higienizados com 1L de agua
filtrada para 15mL de hipoclorito de sodio, seguindo procedimento proposto pela Resolucdo n°
216/2004 da ANVISA.

Dois procedimentos foram realizados separadamente, dividindo os frutos em grupos distintos:
A e B. Para o grupo A, os frutos foram cortados em sua forma integral (polpa, casca e semente) e
processados com auxilio de mixer e solugdo salina (50 mL de solugdo para 25g de fruto). As amostras,
denominadas de fruto verde (FV) correspondendo ao tempo 0, foram filtradas para obten¢ao de caldo
homogéneo com auxilio de peneira. Apds, foram submetidas a dilui¢do seriada, sendo: extrato bruto,
107,102, 10%e 10°©).

O grupo B foi subdivido em dois: Amostras denominadas de fruto maduro (FM) foram
preparadas apds armazenamento integral dos frutos em sacos hermeticamente fechados em condi¢des
higiénicas durante 3 dias ap0s a coleta (dac), sendo estas processadas, diluidas para obtengdo de caldo
homogéneo e diluicao seriada, conforme citado anteriormente.

O outro grupo foi processado e armazenado a temperatura de 25°C em sacos hermeticamente
fechados em condicdes higi€nicas e submetidos a fermentagdo espontanea, em trés tempos distintos,
sendo as amostras denominadas de: Fermentado 1 (FT1) - 6 dac; Fermentado 2 (FT2) — 9dac; e
Fermentado 3 (FT3) — 12 dac. Em cada tempo de fermentagdo, as amostras foram diluidas para

obtenc¢do de caldo homogéneo e diluicao seriada, conforme mencionado.

2.4 TRIAGEM, ISOLAMENTO E CONTAGEM DAS COLONIAS

Todas as amostras, ap6s dilui¢do seriada, foram inoculadas em placas de petri contendo meio
especifico, Man, Rogosa e Sharpe e agar /(MRS-agar), em quantidade de 100 pL e incubadas por 48h
a 37°C em anaerobiose. Apos verificar crescimento, foi realizado novo plaqueamento por semeadura
por esgotamento em meio MRS-agar. Foi utilizado um contador de coldnias digital para a contagem
das colonias crescidas em placas com numero entre 1 a 290 coldnias. O calculo foi expresso em

Unidade Formadora de Colonias (UFC) por grama (g) de fruto (UFC/g).
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2.5 COMPROVACAO DE IDENTIDADE DAS CEPAS - MORFOLOGIA

Os isolados foram primeiramente submetidos ao teste de catalase. Em seguida, ao teste de
coloracdo de Gram, conforme a metodologia descrita por Trindade et al. (2022) e recomendacdes da
Anvisa (2018) e Anvisa (2021). O teste de catalase possibilitou a distingdo entre os microrganismos
nao produtores da enzima catalase daqueles catalase positivos. A coloragdo de Gram foi realizada para
distinguir os microrganismos Gram-positivos e negativos, além de caracteriza-los quanto a forma.

Para o teste catalase, uma unica colonia isolada foi selecionada e estriada em uma lamina de
vidro adicionada de uma gota de perdxido de hidrogénio a 3%. Como resultado, devia-se observar a
auséncia de efervescéncia imediata do oxigénio, denotando uma resposta negativa ao teste de catalase.
Para as colonias que apresentaram resultados negativos, foi realizado um repique em placa com MRS
liquido para a obtencao de isolados puros.

A coloragdao de Gram foi realizada para os mesmos isolados envolvendo quatro etapas: (1)
fixagdo da colonia com esfregaco em lamina; (2) coloragdo com cristal violeta, de cor roxa; (3) fixacao
da cor pelo lugol/iodo; (4) descoloracao por solvente (alcool); (5) contra-coloracdo, utilizando corante
safranina, de cor vermelha e (6) visualizagdo em microscopio Optico com 6leo de imersdo. Foram
classificadas como bactérias Gram-positivas aquelas que retiveram o corante cristal violeta e bactérias

Gram-negativas as que ndo retiveram o corante cristal violeta.

2.6 COMPROVACAO DE IDENTIDADE DAS CEPAS — TESTES BIOQUIMICOS

Todos os isolados foram reativados em meio MRS liquido em triplicata e, como amostra
controle, foi utilizado o Lactobacillus acidophilus (L-05) adquirido no comércio local da cidade de
Barreiras (BA). Para esta etapa, testes de identificagdo de enzimas patogénicas, como coagulase,

gelatinase e DNAse, além da resisténcia ao baixo pH, foram executados conforme procedimentos de

Trindade et al. (2022).

2.6.1 Teste de coagulase

Inicialmente, 0,3 mL de cada isolado, com ajuste de suspensdo bacteriana para D.Og550m = 0,5
(correspondente a 6—7 log UFC/mL), foi adicionado em tubos de ensaio estéreis em contato com 0,3
mL de plasma de coelho (New Prov). A incubacao foi realizada por 6h a 36°C (£ 1 °C). Caso ocorresse
coagulagdo do meio, o isolado caracteriza-se como coagulase positivo. Sem a coagulagao, coagulase

negativo. Os isolados coagulase negativos foram direcionados para o proximo teste.

2.6.2 Teste de gelatinase
Foram adicionados peptona de carne bacterioldgica a 0,1% e extrato de carne contendo 12%

de gelatina bovina a um tubo de ensaio estéril acrescido dos isolados bacterianos. A incubagao foi
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realizada a 37°C por 24h. Os tubos com crescimento das colonias foram submetidos a refrigeracao por
30 minutos a 4°C. Caso ocorresse a liquefacdo do meio, os isolados eram caracterizados como
gelatinase positiva. Se as amostras continuassem soélidas, preservando as propriedades de gelatina,
eram consideradas gelatinase negativa. Os isolados gelatinase negativos foram direcionados para o

proximo teste.

2.6.3 Teste de DNAse

Em placas de petri contendo agar teste DNAse com azul de toluidina a 0,1%, foram inoculados
por gota, 1 uL de cada isolado e incubados a 37°C durante 48h. Caso houvesse formagao de halo rosado
ao redor das colonias, considerou-se DNAse positivo. Caso nao houvesse, DNAse negativo. Os

isolados DNAse negativos foram direcionados para o préximo teste.

2.6.4 Teste de resisténcia ao baixo pH

Inicialmente, ajustou-se a suspensao bacteriana para 6—7 log UFC/mL (D.Os550m = 0,5). Ap0s,
uma solugdo de HC1 1 M com pH de 2,0 foi preparada para serem adicionadas as culturas. Cada isolado
foi colocado em contato com o meio liquido &cido em dois tempos distintos: 0 e 3 horas.

No tempo de Oh, os isolados foram imediatamente semeados por esgotamento em MRS-agar e
incubados a 37°C entre 48-72h, correspondendo ao contato imediato com o meio acido. No tempo de
3h, as aliquotas, em contato com o meio acido, foram direcionadas para banho maria e, apds 3 horas,
foram semeadas por esgotamento em MRS-4gar e incubadas a 37°C entre 48-72h. Todas as placas

obtidas apds o crescimento das colonias foram submetidas a contagem em contador digital.

2.7 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CEPAS

A identificagdo molecular foi realizada em laboratorio especializado, MicrobiomeX
Biotecnologia e Solugdes Bacterianas LTDA localizado em Sao Paulo. Para isso, os isolados em meio
MRS liquidos foram centrifugados e descartado o sobrenadante para obtencao de pellets. Estes foram
secos em estufa automatica e, entdo, enviados.

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit DNeasy PowerLyzer Microbial da Qiagen, e os
fragmentos de DNA foram amplificados com o auxilio do kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing. Para o sequenciamento, a amplificagdo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando o
analisador genético Applied Biosystems 3500 e oito primers especificos que flanqueiam regides
internas do gene 16S rRNA: 27F (5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3"), 357F (5'-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3"), 357R  (5'-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3"), 704F (5'-
GTAGCGGTGAAATGCGTAGA-3'"), 704R (5-TCTACGSATTTCACCSCTAC-3'), 1114R (5'-
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GGGTYKCGCTCGTTGC-3"), 1110R  (5'-GGGTTGCGCTCGTTGC-3") e 1494R (5'-
TACGGTTACCTTGTTACGAC-3") (Lane et al., 1991).

Todos os procedimentos do sequenciamento foram realizados conforme determinagdo dos
fabricantes. A qualidade das sequéncias e a montagem dos “contigs” foram avaliadas com os
programas Phred e Phrap (Gordon; Abajian; Green, 1998), utilizando um Phred quality score com

Q>20. A anotagao taxondmica foi realizada comparando as sequéncias com o banco de dados EZTaxon

(Chun et al., 2007).

2.8 COMPROVACAO DE SEGURANCA DAS CEPAS
Dois ensaios foram executados baseados nas recomendagdes da Anvisa (2018) e Anvisa (2021),

utilizando como controle negativo o Lactobacillus acidophilus, 1L-05, ambos realizados em triplicata.

2.8.1 Inibicao frente a antibioticos

A indicagdo de suscetibilidade a antibioticos foi conduzida utilizando o método de disco-
difusdo em agar MRS, seguindo as diretrizes estabelecidas pelas Normas de Desempenho para Testes
de Sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS, 2003). Os antibidticos foram selecionados de acordo com
as recomendac¢des do Guia de Antimicrobianos (2012), cloranfenicol (CLO) (30 pg), vancomicina
(VAN) (30 pg), tetraciclina (TET) (30 pg), ciprofloxacina (CIP) (5 pg), gentamicina (GEN) (10 ug) e
eritromicina (ERI) (15 pg).

Para inicio do teste, os isolados bacterianos com D.Ogssnm = 0,5 (correspondente a 67 log
UFC/mL) foram inoculados por espalhamento com alca de drigalski em placas contendo MRS-4gar.
Os discos com cada antibiotico, previamente umedecidos com soro fisiologico estéril, foram colocados
sobre as placas. Cada placa recebeu seis discos de diferentes antibioticos, posicionados a distancias
adequadas. As placas foram entdo incubadas a 37°C por um periodo de 48 horas.

Como resultado, houve o desenvolvimento dos halos de inibi¢ao, sendo estes classificados com
o seu tamanho em milimetros (mm). Para verificagdao, os halos foram medidos com auxilio de um
paquimetro utilizando as diretrizes do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2022),
categorizados, portanto, como sensiveis (S), de suscetibilidade intermediaria (I) ou resistentes (R) para
cada antibidtico testado. E relevante mencionar que os resultados variam dependendo do grupo
bacteriano.

A interpretacao dos diametros de inibicao pode ser encontrada na Tabela 1.
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Tabela 1: Susceptibilidade de Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. aos agentes antimicrobianos medida por didmetros
de halos de inibi¢ao (mm) através do método de difusdo em disco sobre MRS-agar. Fonte: CLSI (2022); Charteris et al.

(1998).
Antibidtico Enterococcus spp. Lactobacillus spp.
Grupo Concentracio ‘lAnterpretagfa? (.10~ 'lAnterpretagEa(‘) (.10~
Nome . diametro de inibiciao diametro de inibicao
do disco (ug)
(mm) (mm)
R I S R I S
e >18
Fenicois CLO 30 <12 13-17 <13 14-17 >18
Glicopeptideos VAN 30 <14 15-16 =17 <14 15-16 >17
. >19
Tetraciclinas TET 30 <14 15-18 <14 15-18 >19
Fluoroquinolonas e cIp 5 <15 1620 221 <13 1418 > 19
quinolonas
Aminoglicosideos GEN 10 6 7-9 >10 <12 - >13
Macrolideos ERI 15 <13 14-22 >23 <13 14-17  >18

CLO - Cloranfenicol; VAN — Vancomicina; TET — Tetraciclina; CIP — Ciprofloxacina; GEN - Gentamicina; ERI —
Eritromicina; pg — Micrograma; mm — Milimetro.
Fonte: Autores.

2.8.2 Inibicao frente a patégenos

A indicagdo de resisténcia a patdgenos foi conduzida utilizando uma técnica adaptada de "spot
on the lawn assay with wells", descrita por Rao et al. (2016), conforme ilustrado na Figura 2.
Inicialmente, o caldo MRS foi inoculado com os isolados de BALs e incubado a 37°C por 48 horas.
Paralelamente, culturas de bactérias patogénicas foram cultivadas em caldo Brain-Heart Infusion
(BHI) nas mesmas condigdes. As bactérias patogénicas utilizadas foram: Staphylococcus aureus (S.
aureus) (NCTC 12493), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) (NCTC 136270), Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. enteritidis) (NCTC 6676), Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae) (NCTC 13368), Escherichia coli (E. coli) (NCTC 11954) e Enterococcus faecalis (E.
faecalis) (NCTC 12967).

A seguir, foram preparadas placas de 4gar BHI (a), e ap0s, foi realizada uma tnica perfuragao
na placa para preparo do poco, sendo esta de 5 mL (b). O pocgo foi selado com 150 pL de agar Tryptic
Soy Agar (TSA) (¢), e adicionado sobre ele, 60 uL das culturas de BALs (d). As placas foram incubadas
a 37°C por 3 horas. Posteriormente, os pogos foram cobertos com um meio BHI semissolido, semeado
com 200 pL das culturas dos patdgenos (e). Por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Como resultado, foi observado o crescimento de halos (f). A interpretacdo do diametro de inibig¢ao

(mm) esta apresentada na Tabela 2, segundo Aslim et al. (2005).
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Figura 2: Método realizado para indicag@o da inibigdo de isolados bacterianos frente a patdgenos.

(a) (b) (c) (d) (e)

o
Zona de inibi¢do —
Bactéria Acido-Latica _' \\
Vedacao dos pogos com TSA — Y

Fonte: Propria (2024).

Tabela 2: Patogenicidade de isolados bacterianos, medida por didmetros de halos de inibi¢do (mm) através do método
adaptado de "spot on the lawn assay with wells”.
Interpretacio do diAmetro de inibicio (mm)
(-) Neutro (+) Fraco (++) Intermediario (+++) Forte

N3ao houve inibigio 8-10 10-20 20-30
mm — Milimetro.
Fonte: Aslim et al. (2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

As amostras de folhas e flores foram identificadas como: Familia: Passifloraceae; Género:
Passiflora e Espécie: Passiflora cincinnata Mast. A identificacdo foi incluida no Sistema Nacional de

Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).

3.2 TRIAGEM, ISOLAMENTO E CONTAGEM DAS COLONIAS

As placas apresentaram cobertura bacteriana nas dilui¢des de extrato total, 10", 102, niio sendo
possiveis de serem contadas. A dilui¢io de 10 ndo apresentou crescimento de colonias. Assim, o
Grafico 1 apresenta o resultado de isolados contados, considerando a relagdo entre tempo x
fermentagdo espontinea na dilui¢do de 10™. Ao total, foram obtidos um niimero de 590 isolados,

correspondendo a 236.000 UFC/g de fruto ou (2,36 x 10° UFC/g).
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Grafico 1 - Numero de colonias isoladas a partir de amostras de maracuja-do-mato preparadas e processadas na diluigdo

de 10™.
FT3 281
FT2 98 '
FT1 205

FM D“
FV mz

0 50 100 150 200 250 300
Numeros de isolados

FV - fruto verde recém coletado; FM - fruto maduro 3dac; FT1 - fruto fermentado 6dac; FT2 - fruto
fermentado 9dac; F3 - fruto fermentado 12 dac.
Fonte: Propria (2023).

A populagdo microbiana em frutas e vegetais varia em aproximadamente 10° a 107 unidades
formadoras de coldonias por grama (UFC/g), com BALs compondo cerca de 10?a 10* UFC/g desses
microrganismos (Medeiros et al., 2024). No presente estudo, o valor encontrado mostrou-se condizente
com a faixa reportada na literatura, situando-se acima do limite indicado para BALs. Isso destaca a
significativa presenca de BALs na microflora de frutas e vegetais, o que ¢ consistente com o papel
ecoldgico desses microrganismos em ambientes vegetais (Wicaksono et al., 2023). Cascas e sementes
de frutos, como laranja € maracujd em meio especifico para crescimento, como MRS-4gar ou caldo,
também indicaram crescimento de uma diversidade de bactérias (Vieira ef al., 2017).

Observou-se neste estudo, maior crescimento de colOnias nas amostras fermentadas
espontaneamente, bem como variacdes entre os tempos de fermentacdes FT1, FT2 e FT3.
Considerando o primeiro dado, a fermentacdo espontdnea surge de competicdes entre diversos
microrganismos autoctones, naturalmente encontrados em determinados ambientes, no qual, aqueles
que se adaptam de maneira mais eficaz tornam-se predominantes nesse tipo de processo (Aguiar,
2010). As BALs demonstram boa capacidade de adaptacdo as propriedades naturais dos alimentos
frescos (Rodriguez et al., 2009), sendo identificadas em diferentes frutos, como agai (Sato et al., 2021),
cereja, pitaya de polpa branca (Xu et al., 2018) e bacupari (Brito, 2021) por meio da fermentagao
espontanea.

Acerca do segundo dado, a composi¢do da microbiota de frutos pode variar significativamente
dependendo de fatores como a espécie da planta hospedeira, o ambiente de crescimento, a
sazonalidade, além de fatores como umidade, temperatura, diversidade microbiana no solo e praticas

de manejo (Anastécio et al., 2020). O estado fisiologico das células ¢ influenciado pelo ambiente em
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que crescem e pela exposicao as condigdes de estresse, o que afeta significativamente o nimero de
células viaveis ao decorrer do tempo (Pla et al., 2015). Sendo assim as variagdes entre os tempos de
fermentagdes encontradas neste estudo podem ser um reflexo de combinagdes entre a microbiota
inicial dos frutos, as condigdes ambientais e os estados fisioldégicos dos microrganismos durante o

Pprocesso.

3.3 COMPROVACAO DE IDENTIDADE DAS CEPAS — MORFOLOGIA
Dos 590 isolados previamente encontrados, 6 obtiveram caracteristica morfologica desejavel
provenientes das fermentagdes FT1 e FT2, com caracteristica catalase negativos, Gram-positivos e

formato de cocos. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizagdo morfoldgica dos isolados provenientes de maracuja-do-mato quanto aos testes de catalase e
coloragdo de Gram.

FV FM FT1 FT2 FT3

Numero total de

isolados
Catalase
negativo e Gram- 0 0 4 2 0 6
positivos
Catalase positivo
e Gram- 2 4 201 96 281 584
negativos

FV - fruto verde recém coletado; FM - fruto maduro 3dac; FT1 - fruto fermentado 6 dac; FT2 - fruto fermentado 9 dac;
F3 - fruto fermentado 12 dac.
Fonte: Propria (2023).

A detecgdo de enzimas, como a catalase, e a identificagdo de Gram-positivos sdo caracteristicas
tipicas de BALs (EMBRAPA, 2011). A técnica de Gram ¢é amplamente utilizada na area da
microbiologia para a observacao de diferentes espécies bacterianas indicadas por sua parede celular,
permitindo a identificagdo da forma, cor e textura de colonias (Gouveia, 2012). J& o teste de catalase €
utilizado para identificar a presenca da enzima catalase em bactérias. A catalase ¢ responsavel por
decompor o perdxido de hidrogénio (H20:) em dgua (H20) e oxigénio (O:). Este teste ¢ frequentemente
utilizado para diferenciar géneros de bactérias, como distinguir estafilococos (catalase-positivos) de
estreptococos (catalase-negativos) (Silva, 2008).

Cepas com caracteristicas catalase negativo e Gram-positivas também foram encontradas em
bananas (Yang; Tan; Cai, 2016), e em frutos do Cerrado, como o Bacupari do Cerrado, Gabiroba,
Guapeva, Mangaba, Pequi e Pu¢d Amarelo (Trindade et al., 2022). Esses achados sao consistentes com
as propriedades morfologicas de diversas BALs, como Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., €

Enteroccus spp. (EMBRAPA, 2011).
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3.4 COMPROVACAO DE IDENTIDADE DAS CEPAS — TESTES BIOQUIMICOS
Apds 6 isolados serem selecionados nos testes de catalase e coloracdo de Gram, 3
demonstraram resultados negativos para os testes de gelatinase, coagulase e DNAse, apresentando

similaridade com a amostra controle (Figura 3).

Figura 3: Resultados negativos dos testes de gelatinase (a), coagulase (b) e DNAse (c) para os isolados provenientes de
maracuja-do-mato e gelatinase (d), coagulase (¢) e DNAse (f) para a amostra controle (Lactobacillus acidophilus).

(a)

(d)

Fonte: Propria (2023).

A avaliacdo do perfil de patogenicidade das BALs requer analise de atividades enzimaticas,
como coagulase, gelatinase e DNAse (ANVISA, 2021). As BALs isoladas de frutos do mandacaru do
género Pediococcus apresentaram um perfil enzimatico caracterisiico das BALs (Medeiros et al.,
2024), o que sugere a auséncia das atividades associadas aos fatores de virulZacia. De forma similar
aos resultados obtidos, o agai amazdénico também indicou auséncia de coagulase, gelatinase e DNAse
entre cepas de Lactiplantibacillus e Pediococcus (Sato et al., 2020).

Apos, das 3 estirpes previamente selecionadas, 1 apresentou resisténcia ao pH de 2,0 (M2),
com crescimento em placa superior a 300 coldnias, tanto no tempo 0, quanto no tempo de 3h,
apresentando similaridade com a amostra controle. As estirpes M1 e M3 obtiveram sensibilidade ao
baixo pH, exibindo um ntimero de colonias de 4 e 6, respectivamente, crescidas no tempo de 3h. Os

resultados podem ser observados no Gréafico 2.
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Grafico 2 — Resultados para o teste de resisténcia em pH de 2,0, nos tempos Oh e 3h de col6nias provenientes de
maracuja-do-mato.
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M - Isolados selecionados de amostras de maracuja-do-mato; LA - Lactobacillus Acidophillus (amostra controle).
Fonte: Propria (2023).

A capacidade de resistir a condigdes de baixo pH € um dos critérios essenciais na caracterizagao
de microrganismos com potencial probidtico, uma vez que a sobrevivéncia no trato gastrointestinal
exige tolerancia a acidez do estdbmago, cujo pH varia entre 2,5 e 3,5, podendo atingir 1,5 em jejum e
elevar-se até 4,5 apos a alimentacao (Trindade et al., 2022).

Semelhante aos resultados encontrados, cepas bacterianas de grdos de cacau dominicanos
fermentados mostraram-se resistentes ao pH entre 3,0 a 6,5, demonstrando uma boa capacidade de
sobreviver e crescer em baixo pH (Korcari et al., 2022). Trés cepas de Bacillus cereus também
mostraram-se persistentes no trato gastrointestinal por um periodo de até 18 dias apos a administragao,
evidenciando a capacidade desses organismos de colonizar o ambiente intestinal, e sugerindo

potenciais beneficios probidticos (Duc et al., 2004).

3.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CEPAS
O 1solado M2 foi identificado com similaridade a espécie Enterococcus faecium (E. faecium).

Os dados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Identificacdo taxondmica de isolados provenientes de maracuja-do-mato.

] Cepa de A et Q . Q
Nome Taxonomia s e Similaridade (%) Comprimento (pb) Completude (%)
M2 Enterococcus 1 \r5 11423 99.86 1.523 pb 100.0
faecium

M2 — Isolado selecionado de amostra de maracuja-do-mato.
Fonte: Propria (2024).

Esses microrganismos, gram-positivos, catalase-negativos, caracterizado pela produgdo de
acido lactico como principal produto da fermentacdo (metabolismo homofermentativo), constituem

uma fracao relevante das BALs, incluindo alguns dos géneros mais reconhecidos, como Lactobacillus,
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Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium,
Tetragenococcus e Bifidobacterium (EMBRAPA, 2009).

Enterococcus podem ser considerados patdgenos oportunistas € ocupam o segundo lugar como
causa mais frequente de infec¢des adquiridas em ambientes hospitalares, afetando especialmente o
trato urinario, feridas e tecidos. Por esse motivo, ha uma ampla discussao sobre a patogenicidade desse
género (Arautjo et al., 2021) e a sua utilizagdo em aplicagdes alimentares (Giraffa, 2003). Por isso, a
seguranca dessas bactérias deve ser garantida (Franz et al., 2011).

Os fatores de viruléncia devem ser elementos ausentes dos Enfecococcus adicionados a
alimentos. O tema da seguranga alimentar ¢ abordado em relacao aos efeitos positivos das cepas em
preparacdes farmacéuticas, para tratar diarreia, sindrome do intestino irritavel, reduzir colesterol e
melhorar a imunidade. Em animais, esses probidticos auxiliam na prevengdo de diarreia, estimulam a
imunidade e promovem o crescimento. Além disso, demonstram elevado potencial devido a sua
participacdo na degradagdo e fermentacdo de alimentos (Franz et al., 2011). Foram encontrados
Enterococcus faecium isolados de carnes de ovelhas, cabras, bovinos e bezerros (Shahveh et al., 2023)
e queijos artesanais (Nieto-Arribas et al., 2011; Amaral et al., 2017), sendo os queijos os alimentos
mais frequentemente associados a essa espécie (EMBRAPA, 2009). Essa ¢, até onde conhecemos, a
primeira descri¢ao desse isolado em frutos, sendo, portanto, um relevante achado para a pesquisa em

biotecnologia de alimentos e areas relacionadas.

3.6 COMPROVACAO DE SEGURANCA DAS CEPAS

Como referéncia, utilizou-se Enterococcus spp. para a interpretagdo dos resultados de E.
faecium (CLSI, 2022) e Lactobacillus spp. fo1 utilizado como padrao (Charteris ef al. (1998). A estipe
M2 foi verificada quanto ao teste de inibi¢ao frente aos antibidticos variados. Os resultados podem ser
verificados no Grafico 3 e Figuras 4. J& os resultados referentes & amostra controle sdo apresentados
no Grafico 4 e Figura 5, demonstrando 100% de similaridade com M2. Ambas exibiram sensibilidade
aos antibioticos cloranfenicol, vancomicina e tetraciclina, resisténcia a ciproflaxicina e gentamicina e

resisténcia intermediaria a eritromicina.
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Grafico 3 e Figura 4: Susceptibilidade de M2 aos agentes antimicrobianos medida por diametros de halos de inibigao
(mm) através do método de difusdo em disco sobre MRS-agar.
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S — suscetivel; I — suscetibilidade intermediaria; R — resistente. CLO — Cloranfenicol; VAN — Vancomicina; TET — Tetraciclina;
CIP - Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; ERI — Eritromicina.
Fonte: Propria (2024).

Grafico 4 e Figura 5: Susceptibilidade de LA aos agentes antimicrobianos medida por didmetros de halos de inibig¢ao
(mm) através do método de difusdo em disco sobre MRS-agar.
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S — suscetivel; I — suscetibilidade intermediaria; R — resistente. CLO — Cloranfenicol; VAN — Vancomicina; TET — Tetraciclina;
CIP — Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; ERI — Eritromicina.
Fonte: Propria (2024).

Segundo a Anvisa (2021), é necessario garantir que os microrganismos nao possuam genes de
resisténcia a antibidticos que possam ser transferidos entre bactérias, o que facilitaria a propagacao de
caracteristicas como resisténcia e viruléncia, além de ndo apresentarem fatores que possam prejudicar
a saude do consumidor. De acordo com a RDC n°® 241/2018, as bactérias probidticas devem ser
suscetiveis a pelo menos dois antibidticos (ANVISA, 2018, p. 4). Os resultados obtidos mostraram
sensibilidade a trés antibidticos, atendendo assim a exigéncia proposta.

Enterococcus faecium isolados de queijo demonstraram sensibilidade ao cloranfenicol,
vancomicina e tetraciclina (Amaral et al., 2017) e isolados de hortalicas demonstraram resisténcia a
ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina (Ben ef al.,, 2016), semelhante aos resultados encontrados
para os isolados provenientes de maracuja-do-mato do presente estudo. Os dados corroboram que,

assim como existem cepas bacterianas resistentes a determinados antibidticos (Franz et al., 2011),
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outras cepas apresentam sensibilidade, o que valida sua aplicagao em produtos alimentares e assegura
a seguranca alimentar (FAO/WHO, 2002).

A resisténcia frente a ciprofloxacina, eritromicina e gentamicina pode estar associada a
manifestagdo de forma intrinseca, quando as bactérias ja possuem, em sua estrutura, caracteristicas que
as tornam resistentes, ou adquirida, quando um microrganismo recebe informagdes de outra célula,
seja da mesma espécie ou de uma diferente, que podem levar a essa resisténcia. Essa informac¢ao pode
ser, por exemplo, um fragmento de material genético (Abrantes e Nogueira, 2021).

Os resultados do teste de inibigdo frente a patdogenos estao representados no Grafico 5.

Grafico 5: Patogenicidade de M2, medida por didmetros de halos de inibi¢do (mm) através do método adaptado de "spot
on the lawn assay with wells”.
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Fonte: Propria (2024).

Percebe-se a capacidade de forte inibicao dos patogenos S. enteritidis, E. coli e E. faecalis e
inibicao intermediaria para K. pneumoniae. A estirpe nao demonstrou capacidade de inibicao frente a
S. aureus e L. monocytogenes. A amostra controle demonstrou inibi¢do intermediéria para os patdogenos
testados.

Os resultados encontrados para maracuja-do-mato, demonstraram a capacidade significativa da
E. faecium para a inibicdo de patogenos intestinais. Paralelamente, Enterococcus faecium isolados de
alimentos demonstraram efeito inibitério para E. coli (Tendenedzai et al., 2022), E. faecalis (Reuben
etal., 2019), S. enteritidis (Huang et al., 2022) e K. pneumoniae (Veettil & Chitra, 2022). Isso enfatiza
o impacto inibitorio de patogenos devido a producdo de acidos organicos, peréxido de hidrogénio e
bacteriocinas, que sdo substancias tipicas do metabolismo de BALs, destacando a relevancia e o valor
do uso dessas bactérias, tanto em alimentos, quanto como parte da microbiota humana e animal (Costa
etal., 2012).

E. colie E. faecalis sao conhecidas por sua capacidade de causar diarreia e infecgdes intestinais

graves, ¢ a inibicdo de seu crescimento pode reduzir significativamente o risco de infeccdes
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gastrointestinais (Palmela et al., 2018; Barnes et al., 2017). Da mesma forma, S. enteritidis ¢ uma
causa frequente de gastroenterite (Ricke, 2003). A K. pneumoniae, pode levar a infecgdes intestinais e
sistémicas (Kaur et al., 2018). Portanto, os efeitos inibitorios sdo cruciais para a formulagdo de

estratégias eficazes no controle e tratamento de infecgdes gastrointestinais.

4 CONCLUSOES

A pesquisa realizada marca um avango significativo por ser o primeiro estudo ao identificar
bactérias com potencial probiotico nos frutos de maracuja-do-mato, coletados em area de Cerrado
baiano. O método de fermentacdo espontanea utilizado para processar esses frutos foi crucial para o
sucesso do isolamento das BALs.

Os resultados da analise molecular indicaram que o isolado encontrado pertence ao género
Enterococcus, possuindo metabolismo homofermentativo. As avaliagdes in vitro revelaram que essa
bactéria possui caracteristicas que as alinham com os critérios de probidticos estabelecidos pela
Anvisa, como a resisténcia a ambientes acidos e a ndo producdo de enzimas patogénicas. Além disso,
a auséncia de genes de resisténcia a antibidticos como vancomicina, cloranfenicol e tetraciclina é um
aspecto positivo, além de demonstrar capacidade de inibir patdgenos que podem causar infec¢des
intestinais, sugerindo um potencial interessante para aplicagdes na industria alimenticia.

Os achados deste estudo abrem novas possibilidades para alternativas aos probioticos lacteos,
especialmente para aqueles que tém intolerdncia a lactose, promovendo a criacdo de opg¢des
alimentares mais saudaveis e inclusivas. Para validar os efeitos desses isolados na saude, ¢ fundamental
realizar mais pesquisas que incentivem a exploragao da microbiota associada ao fruto do maracuja-do-

mato e que promovam praticas sustentaveis no bioma do Cerrado.
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