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RESUMO

A bioprospeccdo de microrganismos autoctones feita através da microflora presente nos
pomares de frutos estabelecidos na regido Meio Oeste de Santa Catarina, teve por objetivo
analisar no fermentado da polpa de mac4, bactérias laticas para o desenvolvimento de produtos
para a area de alimentos. Realizou-se, apds a fermentacdo espontanea da polpa de macd com o
mosto de cerveja pilsen, o isolamento do fermentado em diferentes concentracdes e tipos de
caldo. Logo apds a anélise do crescimento foi constatado a presenga numerosa de bactérias
laticas principalmente bacilos gram-positivos, e, na presenca e em isolamento de diferentes
concentracdes de sal e de pH, reagiram de forma positiva pois cresceram nas concentracdes de
pH 2,0 4,6 e 7,0, e nas temperaturas 28 °C e 37 °C, além de apresentarem tolerancia e
crescimento nas concentracdes de sal (NaCl) a 0,5%.

Palavras-chave: Fermentacdo Espontanea; Microrganismos; Residuos agroindustriais;
Caracteristicas fenototipicas; Caracteristicas tecnoldgicas.

ABSTRACT

The bioprospection of autochthonous microorganisms made through the microflora present in
fruit orchards established in the Midwest region of Santa Catarina, aimed to analyze in the
fermented apple pulp, lactic acid bacteria for the development of products for the food industry.
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After the spontaneous fermentation of the apple pulp with the pilsen beer must, the fermentation
was isolated in different concentrations and types of broth. Soon after the analysis of the growth
it was verified the numerous presence of lactic acid bacteria, mainly gram-positive bacilli, and,
in the presence and isolation of different concentrations of salt and pH, reacted positively as
they grew at concentrations of pH 2.0, 4.6 and 7.0, and at temperatures of 28 °C and 37 °C, in
addition to showing tolerance and growth in 0.5% salt (NaCl) concentrations.

Keywords: Spontaneous Fermentation; Microorganisms; Agro-industrial waste; Phenototypic
characteristics; Technological characteristics.

INTRODUCAO

Os microrganismos sao integrantes do meio ambiente, sendo dispersos pelo vento da
superficie terrestre, possuindo uma importante relacdo com o meio ambiente, isso porque
realizam o papel de reaproveitamento dos componentes da natureza por meio da decomposicao
da matéria organica além de produzir nutrientes para outros seres vivos. Deste modo é possivel
entender que tanto a vida animal quanto a vegetal necessita das transformagdes quimicas
realizadas por esses organismos, 0 que ressalta ainda mais a importancia do seu estudo
(POETINI, 2016).

Os microrganismos geralmente s&o vistos como agentes patogénicos, principalmente os
fungos e as bactérias. Entretanto, eles também sdo Gteis na producdo de substancias quimicas,
como antibidticos, antitumorais, imunossupressores, além de outros produtos naturais
microbianos. Desta forma, os microrganismos sdo agentes importantes para a industria
farmacéutica como fonte de produtos naturais (MENEZES et al., 2013).

Cepas de bactérias acido laticas (BALS), utilizadas como probi6ticos, produzem
compostos antimicrobianos como os acidos organicos, acido latico, bacteriocinas e perdxido de
hidrogénio (AGALIYA; JEEVARATNAM, 2013; SHARMA; SAHARAN, 2014), além de
estimularem a resposta imune inespecifica em hospedeiros, sendo que Lactobacillus spp.
podem inibir a colonizagdo de diferentes bactérias patogénicas (RUSHDY; GOMAA, 2013;
SOTO et al., 2014).

As BALs sdo bastante exigentes quanto as condi¢fes de crescimento com relacdo a
temperatura, presenca de oxigénio, sal e pH (MALVEIRA et al., 2016). Segundo Buchta,
(1983) os acgucares representam as melhores fontes de carbono para estas bactérias, havendo,
também, necessidade de nitrogénio, vitaminas e sais minerais para 0 bom desempenho da

fermentacdo latica.
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Diversos subprodutos e matérias-primas da agroindustria e industria de alimentos tém
sido empregados para a producdo de acido latico, pela alta disponibilidade e baixo custo, tais
como, bagaco de frutas, melaco, caldo de cana de acucar e soro de queijo (GUIMARAES;
LANGONI 2009).

Historicamente, a utilizacdo de BALSs em produtos lacteos é bastante difundida. Muitos
s80 0s beneficios que esses microrganismos podem conferir aos alimentos, como a conservagao
de suas propriedades nutricionais, o incremento no sabor e a capacidade de conferir maior
seguranca microbiolédgica (COSTA et al., 2007).

A bioprospeccdo, uma antiga atividade, vem ganhando espaco com criacGes de
legislacOes dos paises com megabiodiversidade, aliado ao interesse dos paises desenvolvidos e
empresas multinacionais para exploragdo comercial dos recursos biolégicos. O Brasil € o pais
com maior diversidade bioldgica do planeta e abriga entre 15 e 25 % de toda biodiversidade
mundial conhecida (RUSSO et al. 2014, JOLY 2011). A diversidade biol6gica possui grande
importancia para atividades de bioprospeccdo voltadas a aplicabilidade tecnoldgica,
possibilitada pela grande riqueza de espécies vegetais, animais e de microrganismos
(OLIVEIRA et al. 2015, SACCARO JUNIOR 2011).

A bioprospeccdo consiste na identificacdo, avaliacdo e exploracdo sistematica da
diversidade de vida existente em determinado local e tem por objetivo a busca de recursos
genéticos para fins comerciais. Em se tratando de microrganismos, engloba, principalmente,
estratégias para exploracdo da fracdo cultivavel e da fracdo ndo-cultivavel da biodiversidade
microbiana. Tudo isso tem a finalidade de identificar microrganismos, genes, enzimas e/ou vias
metabdlicas para posteriores aplicac@es biotecnoldgicas de forma estratégica na inddstria ou na
prépria pesquisa (de FREITAS et al., 2020).

A producdo cientifica acerca da bioprospeccdo no Brasil foi impulsionada
principalmente por trabalhos de etnobotanica, conceituada por Cotton (1996), como estudo das
inter-relagOes diretas que existem entre os seres humanos e as plantas. Tais estudos visam
estudar as aplicacOes e 0s usos dos vegetais pelo homem, o que inclui os usos medicinal e
agricola.

Percebe-se, portanto, a importancia da bioprospec¢do de metabdlitos secundarios de
origem vegetal, que direcionam aplicacbes biotecnoldgicas para industria farmacéutica,
alimenticia (REGASINI et al. 2009, CARTAXO et al. 2010, OLIVEIRA et al. 2011) e controle
de pragas agricolas (SOUZA et al. 2008). Segundo Souza et al. (2016 e 2017), a tendéncia de
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aplicacdes supracitadas é observada desde os tempos remotos quando as plantas eram usadas
para fins de diagndstico, profilaxia ou cura.

Novos compostos bioativos podem ser descobertos a partir de projetos de
bioprospec¢do, sendo Uteis para desenvolvimento de produtos com finalidades agricola,
farmacéutica, na industria alimenticia e de energia (SANDES et al. 2000, SOUZA et al. 2008,
SOARES et al. 2012, FERREIRA et al. 2013, PEIL et al. 2016).

Aqui ela é definida como a busca sistemética por organismos, genes, enzimas,
compostos, processos e partes provenientes de seres vivos em geral, que possam ter um
potencial econémico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto. Entre todas
as finalidades da bioprospecgdo, o desenvolvimento de novos farmacos tem-se mostrado
especialmente importante, devido a sua relagcdo com a satide e bem-estar humanos. Os produtos
naturais microbianos constituem fontes promissoras para a bioprospec¢ao de novas moléculas
com potente aplicacdo na producédo de farmacos (ANDRADE, 2006).

O objetivo deste artigo foi isolar, caracterizar e identificar BALs autoctones com

capacidade de serem utilizados em diversas areas da industria alimenticia e farmacéutica.

MATERIAL E METODOS

Os residuos agroindustriais foram cedidos por uma agroindustria processadora de frutas

da regido e acondicionados em sacos estéreis e mantidas a 10 °C até o inicio da analise.

ISOLAMENTO

Fermentacdo Espontanea
As amostras passaram por fermentacdo espontanea, sendo mantidas a 30 °C por 10 dias

em mosto para a producao de cerveja.
Isolamento e Identificacdo dos Microrganismos
Apos a fermentacdo espontanea os microrganismos foram plaqueados em agar Man,

Rogosa e Sharpe (MRS) por 5 dias a 36 °C em aerobiose.

CARACERISTICAS FENOTIPICAS
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Coloracéo de GRAM e Prova de Catalase
Os isolados foram submetidos a técnica de coloragdo de Gram e ao teste da catalase, de
acordo com a metodologia descrita por Resende et al., (2011) e Ramirez-Duarte et al., (2016).

Fermentacéo e Producéo de Gas de Carboidratos

Para verificar a capacidade de fermentar carboidratos foi realizado o método descrito
por Schneider (2016) com modificacbes. O meio utilizado para crescimento dos
microrganismos foi caldo MSR reconstituido com 1% do acucar com tubo de Durham
utilizando como indicador o vermelho de fenol. Os carboidratos utilizados foram lactose,
dextrose, maltose e sacarose. O resultado foi avaliado apds incubagao dos isolados a 37°C/ 24
h sob aerobiose. O consumo do acucar foi evidenciado com a alteracdo do pH do meio e

producdo de gas.

Producéo de Diacetil

A produgdo de diacetil foi determinada por um “mixing” de 1ml das culturas inoculadas
em caldo MSR com 0,5 mL de a-naftol (1% em 96% de etanol) e 0,5 mL de hidréxido de
potassio a 16% e incubada por 24 horas a 37 °C (SCHNEIDER, 2016).

CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS

Tolerancia a Diferentes Temperaturas, pH e Concentrages de Sal

Para avaliar as caracteristicas tecnoldgicas da amostra, a tolerancia a temperatura dos
isolados foi testada nas temperaturas de 6, 25, 28 e 37 °C (LEROY; VUYST, 1999), a tolerancia
a extremos de pH em pH 2,0, 4,6, 7,0, 8,5 e 10 (Irigoyen et al., 2005). A tolerancia a
concentracdes de sal em 0,5%, 1%, e 2% de cloreto de sodio (NaCl). Os caldos foram
preparados em caldo MSR, conforme tratamentos mencionados acima, culturas de 24h com
concentragio inicial de 10° UFC/mL foram inoculadas e incubadas a 37°C por 24h em aerobiose
(CONCEICAO et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve predominio de células bacilares (curtas e longas) e cocos Gram-positivas (Figura

1). As colbnias bacterianas isoladas foram caracterizadas como catalases negativas e
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fermentadores de dextrose, sacarose e lactose. Foi observado mudanca na coloracdo pdrpura no

topo do tubo, ocorrendo producdo de diacetil.

Figura 1: Identificacdo das bactérias laticas identificadas ap6s a fermentagdo

espontanea de residuos agroindustriais.

Associando a morfologia observada com os resultados de Magalhées et al. (2010), pode-
se suspeitar na presenca de espécies do género Lactobacillus spp. e Lactococcus spp.

Todas as col6nias bacterianas foram negativas a prova de catalase, conforme Schleifer
et al. (1995), as BALs constituem um grupo de microrganismos Gram-positivos e catalase
negativos muito heterogéneos. Os géneros tradicionais sdo: Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e Carnobacterium.

Houve fermentacdo e producdo de gas pelos microrganismos na presenca de lactose,
maltose, dextrose e sacarose. A conversdo de acgUcares a acido latico através da fermentacao,
dentre outras caracteristicas, faz dos Lactobacillus spp. membros do grupo das BALs (CROSS,
2002).

Embora BALs englobem diversos géneros, elas sdo agrupadas como homofermentativas
e heterofermentativas. As homofermentativas produzem &cido latico como produto da
fermentacao da glicose, neste estudo nédo foi observado a produgéo de diacetil, por exemplo. As
heterofermentativas, além de &cido latico, formam substancias como didxido de carbono,
diacetil, acido acético, e etanol, a partir da fermentacdo da glicose (CARR et al., 2002).

A Figura 2 apresenta tolerancia a diferentes temperaturas, concentragdes de sal e pH da
populacdo de BALs obtidas na fermentacdo espontaneas do residuo agroindustrial (A)
temperaturas (6, 28 e 37°C), (B) concentracdes de sal (0,5, 1,0 e 2,0%) e (C) pH (2,5, 4,6, 7,0,
8,5 ¢ 10).
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Quanto a tolerancia a diferentes temperaturas, as BALs apresentaram melhor
crescimento entre 28 e 37 ° e reduziram a sua populagdo em 6 °C (Figura 2A).

Avaliar a toleréncia a diferentes temperaturas pela populagdo microbiana do isolados
nos revela o comportamento dos microrganismos durante preparo, armazenamento e consumo.
A capacidade de crescerem em temperaturas de 10°C e 37°C é um fator importante para o
desenvolvimento de Lactobacillus spp. em produtos fermentados, favorecendo a competicéo
por nutrientes no periodo de armazenamento do produto, diminuindo o crescimento de

microrganismos patogénicos (VASQUEZ et al., 2009).
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Figura 2 : Tolerancia a diferentes temperaturas, concentracfes de sal e pH da populacéo de
BALs obtidas na fermentacdo espontanea do residuo agroindustrial (A) temperaturas (6, 28 e
37°C), (B) concentragdes de sal (0,5, 1,0 e 2,0%) e (C) pH (2,5, 4,6, 7,0, 8,5 e 10).

Na avaliacdo da tolerancia a diferentes pH, as BALs apresentaram crescimento em pH
2,0 e principalmente em pH 4,6 e 7,0. Nos pH de 8,5 e 10 n&o ocorreu crescimento das BALs
(Figura 2B).

O pH 4,5 apresentou melhor crescimento neste estudo o mesmo resultado foi observado
por Schneider (2016). Os Lactobacillus spp. sdo considerados microrganismos aciduricos,
desenvolvendo-se melhor em produtos com pH acido. O pH também pode ser determinante
para o crescimento desses microrganismos em diferentes condi¢cGes de processamento de
produtos fermentados, e pode também determinar a utilizagdo dos mesmos como cultura
probidticas em alimentos (ALVES et al., 2011). O pH atua como fator limitante do crescimento
ou manutencao da viabilidade celular de Lactobacillus spp., a exposi¢do a varia¢oes de pH pode
afetar o desenvolvimento de substancias antimicrobianas e afetar as condi¢des de competir com
microrganismos patogénicos.

Dessa forma, os Lactobacilus spp. que apresentarem crescimento satisfatério em
condigdes extremas possuem potenciais para utilizagdo como culturas protetoras em alimentos,
principalmente por apresentarem caracteristicas de crescimento que permitam competir
diretamente por substrato com microrganismos patogénicos (OLIVEIRA et al., 2002).

Em testes de verificagdo da tolerancia a diferentes concentragdes de sais, as BALS
demonstraram estabilizar a populagdo em NaCl a 2%, apresentando o melhor crescimento em
NaCl 0,5%, conforme Figura 2C. O crescimento em meios com diferentes salinidades permite

0 uso destas bactérias em diferentes ambientes.
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CONCLUSAO

Os isolados de BALSs apresentam resisténcia a pH acidos (2,0 e 4,6), temperatura étima
de crescimento de 28 °C em aerobiose. As espécies bacilares é predominante Gram +, catalase
negativa.

Maiores testes sdo necessarios para verificar os efeitos da adicdo destas cepas com
potencialidade para uso como probidticos. Pode-se concluir que 0s microrganismos
selecionados apresentaram grande potencial para serem utilizados nos diversos ramos da
industria farmacéutica e de alimentos podendo ser desenvolvidos novos produtos

biotecnoldgicos.
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