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RESUMO  

 

Os frutos disponíveis na região amazônica, dentre eles o bacupari, ainda são pouco 

explorados e podem apresentar uma variável possibilidade de bioprospecção não somente de 

novas substâncias, mas também de novos microrganismos que possam ter potencial probiótico. 

No que se refere a ecologia microbiana autóctone do bacupari, existem poucos estudos até o 

momento, sendo que estas informações podem constituir uma importante ferramenta para o 

desenvolvimento de novos processos biotecnológicos aplicados à alimentos. Bactérias ácido-

láticas (BAL) são as mais comumente encontradas durante o processo fermentativo espontâneo 

de frutos. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi explorar cepas de bactérias ácido-láticas 

isoladas a partir da fermentação espontânea do fruto amazônico bacupari (Rheedia 

gardneriana), bem como realizar a seleção, identificação molecular e microencapsulação dos 

microrganismos com potencial probiótico. Um total de 97 bactérias ácido-láticas foram isoladas 

e dessas, 75 foram submetidas ao teste de resistência a temperatura de 37°C (64% (n=48) das 

bactérias isoladas resistiram); antagonismo frente a bactérias patogênicas (31% (n=15) 

mostraram atividade antimicrobiana frente às bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella 

typhimurium, Listeria monocytogenes e Escherichia coli); tolerância a diferentes valores de pH 

(100% (n=4) resistiram aos pHs 5, 3 e 2 por até 3 horas); resistência aos sais biliares (100% 

(n=4) resistiram a uma concentração de 0,3% de sais biliares por até 6 horas); suscetibilidade a 

antibióticos (50% (n=2) foram multirresistentes aos antibióticos testados - ampicilina, 

vancomicina, gentamicina, eritromicina, cloranfenicol, clindamicina, e kanamicina) e testes de 

virulência (50% (n=1) não demonstrou virulência em nenhum dos testes realizados - gelatinase, 

produção de lipase, DNAse e atividade hemolítica). Portanto, 1 cepa (20) demonstrou ter 

potencial probiótico e foi identificada molecularmente como Weissella jogaejeotgali, sendo 

microencapsulada pela técnica de spray drying. Ressalta-se que este microrganismo (20) 

merece destaque na pesquisa, visto que, este foi o que apresentou aspectos positivos em todos 

os quesitos avaliados neste estudo. 

 

Palavras-Chave: Weissella jogaejeotgali, fermentação espontânea, probióticos, microcápsulas.  



 
 

ABSTRACT 

 

 The fruits available in the Amazon region, including the bacupari, are still little 

explored and may present a variable possibility of bioprospecting not only new substances, but 

also new microorganisms that may have probiotic potential. With regard to the native microbial 

ecology of bacupari, there are few studies so far, and this information can be an important tool 

for the development of new biotechnological processes applied to food. Lactic acid bacteria 

(LAB) are the most commonly found during the spontaneous fermentation process of fruits. 

Thus, the objective of this work was to explore strains of lactic acid bacteria isolated from the 

spontaneous fermentation of the Amazonian fruit bacupari (Rheedia gardneriana), as well as 

to carry out the selection, molecular identification and microencapsulation of microorganisms 

with probiotic potential. A total of 97 lactic acid bacteria were isolated and of these, 75 were 

subjected to resistance test at a temperature of 37°C (64% (n=48) of the isolated bacteria 

resisted); antagonism against pathogenic bacteria (31% (n=15) showed antimicrobial activity 

against Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes and 

Escherichia coli bacteria); tolerance to different pH values (100% (n=4) resisted to pH 5, 3 and 

2 for up to 3 hours); bile salt resistance (100% (n=4) resisted a 0.3% bile salt concentration for 

up to 6 hours); antibiotic susceptibility (50% (n=2) were multiresistant to the antibiotics tested 

- ampicillin, vancomycin, gentamicin, erythromycin, chloramphenicol, clindamycin, and 

kanamycin) and virulence tests (50% (n=1) did not show virulence in any of the tests performed 

- gelatinase, lipase production, DNAse and hemolytic activity). Therefore, 1 strain (20) showed 

probiotic potential and was molecularly identified as Weissella jogaejeotgali, being 

microencapsulated by the spray drying technique. It is noteworthy that this microorganism (20) 

deserves to be highlighted in the research, as this was the one that presented positive aspects in 

all the items evaluated in this study. 

 

Key words: Weissella jogaejeotgali, spontaneous fermentation, probiotics, microcapsules. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
A região amazônica possui uma reserva nativa rica em uma diversidade de plantas 

frutíferas que apresentam grande potencial econômico, tecnológico e nutricional, no qual tem 

despertado interesse nas indústrias de alimentos, fármacos, cosméticos e aromatizantes 

(CUNHA JUNIOR et al., 2020). Esse interesse é devido a uma variável possibilidade de 

bioprospecção, tanto para o estudo de novas substâncias, como também para a obtenção de 

novos microrganismos que possam apresentar diversas aplicabilidades (CHANG et al., 2018). 

Dentre essa biodiversidade, os frutos regionais ainda são pouco explorados, como é o 

caso do bacupari, um fruto oriundo da região amazônica, obtido da planta Rheedia gardneriana, 

que pertence à família das Clusiaceae (BARROSO et al., 2002). Diversos estudos apontam que 

os frutos do bacupari podem apresentar diversas ações medicinais, tais como: atividade 

antimicrobiana (NALDONI et al., 2009; MAHAMODO et al., 2014), antiparasitária (PEREIRA 

et al., 2010; GONTIJO et al., 2012), anti-inflamatória (CASTARDO et al., 2008; SANTA-

CECILIA et al., 2013), antilipogênica (JENA et al., 2002), antioxidante (FIGUEIREDO et al., 

2014), fotoprotetora (ALMEIDA et al., 2008), anti-anafilática (NEVES et al., 2007), anti-HIV 

(REUTRAKUL, 2007), antitumoral (CUNHA, 2014), efeito antiproliferativo em células de 

câncer humano, agente anticárie e antiplaca bacteriana (MURATA et al., 2010), atividade 

leishmanicida (PEREIRA et al., 2011) e esquistossomicida (CASTRO et al., 2015). Dessa 

forma, sendo importante a realização de estudos que envolvam a sua utilização e o potencial 

desses frutos.  

No que se refere a ecologia microbiana autóctone do bacupari, poucos estudos foram 

realizados até o momento, sendo que estas informações podem apresentar uma variável 

possibilidade de descobertas de novos microrganismos que possam apresentar potencial 

probiótico (CHANG et al., 2018). Os probióticos são definidos como microrganismos vivos 

que, quando administrados regularmente e em quantidades adequadas, fornecem benefícios à 

saúde de quem os consome (FAO/OMS, 2002), incluindo aumento da imunidade (KAJI et al., 

2018), redução da população de bactérias patogênicas intestinais (WEHKAMP et al., 2004), 

melhoria da função intestinal (BOGSAN et al., 2014), melhoria no tratamento de alergias 

alimentares e redução do colesterol sérico (WANG et al., 2016; KANG et al., 2017). Além de 

apresentarem funções anti-inflamatórias (VAGHEF-MEHRABANY et al., 2014), 

antioxidantes e antidiabéticas (EJTAHED et al., 2012; DAS et al., 2015) e são utilizados para 
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prevenção e tratamento de alergias, alívio da constipação (SAAD et al., 2011), entre outras 

aplicabilidades. 

 Os microrganismos comumente utilizados comercialmente como probióticos, são os 

gêneros de bactérias Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei e L. paracasei), Enterococcus e 

Bacillus, assim como algumas leveduras do gênero Saccharomyces sp. (COOK et al., 2012; 

SAAD et al., 2011). As bactérias ácido-láticas (BAL) são produtoras de ácido lático como o 

principal produto metabólico da fermentação de açúcares (DELGADO et al., 2015; MONTET 

et al., 2014; VIJAYA-KUMARENDRA et al., 2015) e são comumente encontradas durante o 

processo fermentativo espontâneo de frutos, podendo apresentar potencial probiótico (SILVA 

et al., 2015; CHANG et al., 2018). 

Para que um microrganismo seja considerado probiótico ele precisa possuir algumas 

características específicas, tais como: resistir a temperatura corporal de 37°C e resistir as 

alterações de pH, suco gástrico, pancreático e enzimas ao passar pelo trato gastrointestinal do 

hospedeiro. Além disso, é importante que o probiótico seja resistente também aos metabólitos 

secundários produzidos pelos microrganismos da microbiota autóctone do indivíduo 

(OLIVEIRA et al., 2017). Neste caso, a sobrevivência é, evidentemente, essencial para que 

esses microrganismos consigam atingir e colonizar o intestino humano, sendo um dos fatores 

mais importantes para que as bactérias probióticas promovam os benefícios desejados (SHEU; 

MARSHALL, 1993).  

A microencapsulação é um método que utiliza um agente encapsulante, visando 

proteger os microrganismos do ambiente ostensivo aos quais eles não são ou estão 

completamente adaptados. Entre as diversificadas técnicas de microencapsulação de 

probióticos disponíveis, tem-se o método físico por spray drying, que é indicada para 

microrganismos que apresentam sensibilidade ao calor, devido a sua versatilidade e ao pequeno 

tempo de permanência destes na câmara de secagem (ROKKA; RANTAMAKI, 2010; YING 

et al., 2010). A utilização da microencapsulação em probióticos é uma alternativa promissora 

para solucionar os problemas encontrados no decorrer do processamento de alimentos, já que o 

agente encapsulante forma uma cápsula que se desfaz através de um estímulo específico, 

liberando as substâncias ativas no local ideal (SOHAIL et al., 2011). 

Desta forma, a busca por novos microrganismos com potencial probiótico gera interesse 

por causa da ampla possibilidade de uso no desenvolvimento de novos produtos alimentícios 

que forneçam benefícios além dos nutricionais básicos (ILHA et al., 2015) e o uso da 

microencapsulação é importante pois protege as bactérias probióticas das condições externas 

(YING et al., 2010). Portanto, o objetivo desse trabalho consistiu no isolamento, seleção e 
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caracterização de bactérias ácido-láticas com potencial probiótico obtidas da fermentação 

espontânea de frutos do bacupari. Além disso, foi realizada a identificação molecular e a 

microencapsulação das bactérias selecionadas por meio da técnica de spray drying. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. O fruto bacupari  

 O bacupari (Rheedia gardneriana) é uma planta de origem amazônica e pertence à 

família das Clusiaceae, sendo representada por 21 gêneros e 182 espécies (BARROSO et al., 

2002). Sua floração ocorre de julho a setembro, seus frutos são tipo baga, de coloração 

alaranjada, redondos ou piriformes, com cerca de 2,5 a 3,5 cm de diâmetro, contendo de 1 a 3 

sementes (ALMEIDA et. al., 1998; DURIGAN et. al., 2004). Os frutos são arredondados, 

indeiscentes e doces (Figura 1). Ao chegar na fase de maturação, devem ser colhidos e 

armazenados a 10°C para conservação e normalmente são consumidos principalmente in natura 

(ROCHA, 2015; PINTO, 2013; CORREIA et al., 2013).  

Figura 1 - Frutos do bacupari. 

 

Fonte: autores (2021). 

 

 Segundo Schneider et al. (2020), ao realizarem um estudo pioneiro onde foram feitas 

análises nutricionais da farinha da polpa de frutos do bacupari, os resultados demonstraram alto 

valor nutricional, apresentando elevados teores de açúcares (solúveis totais 24,19 ± 0,34%; 

redutores 8,97 ± 0,00 %; não redutores 15,21 ± 0,34%) e amido (19,72 ± 0,02%); conteúdo de 

proteínas de 5,32 ± 0,37 g/100g; carboidratos 85,00 ± 0,01 g/100g; e de lipídeos (0,62 ± 0,03 

g/100g). Apresentou ainda teor de fibras consideráveis (16,79±10,36 g/100g) e elevado valor 

energético (366,8 kcal/100g) devido a concentração dos nutrientes, principalmente de 

carboidratos.  Dessa forma, é importante a realização de estudos que envolvam a utilização e o 

potencial desses frutos, visto a riqueza nutricional observada. 

 A comercialização dos frutos do bacupari ainda é feita por populações regionais de 

forma extrativista, sendo ainda pouco explorada tanto no mercado interno brasileiro quanto no 
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exterior (MARQUES, 2014). Por outro lado, esta espécie apresenta variada composição 

química com atividades biológicas distintas, e vem ganhando bastante destaque devido ao seu 

potencial medicinal (SANTA-CECÍLIA et al., 2013). Algumas partes da planta do bacupari são 

utilizadas na medicina popular para tratar algumas enfermidades, como por exemplo, as 

sementes maceradas e a resina liberada pelo tronco, que são utilizadas no tratamento de 

ferimentos e contusões (POTT; POTT, 1994). 

Os frutos além disso, destacam-se por apresentarem compostos com várias atividades 

biológicas, tais como: atividade antimicrobiana (NALDONI et al., 2009; MAHAMODO et al., 

2014), antiparasitária (PEREIRA et al., 2010; GONTIJO et al., 2012), anti-inflamatória 

(CASTARDO et al., 2008; SANTA-CECILIA et al., 2013), antilipogênica (JENA et al., 2002), 

antioxidante (FIGUEIREDO et al., 2014), fotoprotetora (ALMEIDA et al., 2008), anti-

anafilática (NEVES et al., 2007), anti-HIV (REUTRAKUL, 2007), antitumoral (CUNHA, 

2014), efeito antiproliferativo em células de câncer humano, agente anticárie e antiplaca 

bacteriana (MURATA et al., 2010), atividade leishmanicida (PEREIRA et al., 2011) e 

esquistossomicida (CASTRO et al., 2015).  

2.2. Microrganimos probióticos  

 Probióticos são definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde e bem-estar ao hospedeiro (FAO, 2002). 

Sabe-se que, universalmente, os probióticos são consumidos para manter ou promover o 

balanceamento da microbiota intestinal (SANDERS et al., 2019). E a sua utilização promove 

uma melhora a imunidade do hospedeiro, uma vez que ocasiona a proliferação de 

microrganismos benéficos em contrapartida dos microrganismos patogênicos, enfraquecendo a 

microbiota maléfica (FARIA, 2017). 

 Vários efeitos benéficos a saúde já foram relatados em estudos que avaliaram a 

utilização dos probióticos no organismo humano, como: fortalecimento e aumento da 

imunidade (PALOMAR et al., 2017); capacidade de decomposição dos ácidos biliares 

(RAMASAMY et al., 2010); diminuição nos níveis de colesterol sérico (JONES et al., 2012); 

diminuição da pressão sanguínea (MAHBOOBI et al., 2014); melhora na absorção de minerais 

como o ferro e o cálcio (DUBEY; PATEL, 2018); produção de vitaminas (LEBLANC et al., 

2015); melhora da digestão e redução da intolerância à lactose (ALMEIDA et al., 2012); 

atividade anticarcinogênica (ZENE et al., 2017); entre outros. 

 Todavia, para que esses microrganismos possam alcançar os sítios intestinais 

específicos e exercer essas funções, esses devem apresentar características próprias que possam  
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causar efeito benéfico ao hospedeiro, como: não ser patogênico, não produzir toxicidade ou 

efeitos adversos; ter a capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal em número de células 

viáveis  adequadas, desde o processo de fabricação e armazenamento até sua administração, 

para produzir os efeitos desejáveis (SANCHEZ et al., 2015; SANDERS et al., 2019; 

FONTANA et al., 2013). 

 Dentre os microrganismos comumente utilizados comercialmente como probióticos, as 

bactérias que pertencem aos gêneros Lactobacillus - com destaque para as espécies: L. 

acidophilus, L. casei e L. paracasei, e outros gêneros como Enterococcus e Bacillus também 

são utilizados, assim como algumas leveduras (COOK et al., 2012; SAAD et al., 2011). Além 

destes, as espécies de Weissella sp. têm grande potencial em sua aplicação em alimentos e por 

isso vem sendo cada vez mais estudadas (LEE et al., 2015). 

A avaliação do potencial de cepas probióticas está sujeita a alguns critérios para sua 

utilização, tais como: tolerância ao estresse relacionado com as condições gastrointestinais 

desfavoráveis; capacidade de adesão no trato gastrointestinal; atividade antimicrobiana 

associada à produção de metabólitos e competição com agentes patogênicos; avaliação do perfil 

de segurança como a produção de enterotoxinas e o risco de transferência de genes de 

resistência a antibióticos (PAPADIMITRIOU et al., 2015; PEREIRA et al., 2018).   

 Vários fatores podem afetar a viabilidade dos probióticos e neste caso, a sobrevivência 

é, evidentemente, essencial para que esses microrganismos consigam atingir e colonizar o 

intestino humano, sendo um dos fatores mais importantes para que as bactérias probióticas 

promovam os benefícios para a saúde do hospedeiro (FERREIRA et al., 2018). Para tanto, 

diferentes técnicas podem aumentar a resistência desses microrganismos, dentre estas, destaca-

se a microencapsulação. No qual se caracteriza como uma alternativa promissora para aumentar 

a viabilidade e sobrevivência destes microrganismos durante a passagem pelo trato digestório 

do indivíduo (VANISKI et al., 2017).   

2.3. Bactérias ácido-láticas (BAL) 

As bactérias ácido-láticas são um grupo de bactérias caracterizadas como cocos ou 

bastonetes gram-positivos, anaeróbios, não móveis, não esporulados, catalase negativo e 

produtores de ácido lático como o principal produto metabólico da fermentação de açúcares 

(DELGADO et al., 2015; MONTET et al., 2014; VIJAYA-KUMARENDRA et al., 2015).  

As BAL são comumente encontradas durante o processo fermentativo espontâneo de 

frutos e podem apresentar potencial probiótico (SILVA et al., 2015; CHANG et al., 2018), com 

possíveis aplicações no desenvolvimento de novos produtos, tais como iogurtes, queijos, 
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chucrute, pães, presuntos, azeitonas, picles, molho de soja, entre outros, em decorrência de suas 

atividades metabólicas (BERISTAIN-BAUZA et al., 2016). O que indica que esse grupo de 

bactérias possui um desenvolvimento adequado quanto à utilização de açúcares disponíveis na 

fermentação, produzindo ácidos orgânicos ou outros metabólitos importantes no 

desenvolvimento de alimentos (BOURDICHON et al., 2012).  

A maioria dos probióticos comercialmente disponíveis para o consumo humano são 

BAL aplicadas em produtos alimentícios, que podem ser obtidas da fermentação de lácteos, de 

legumes e de frutas (DELGADO et al., 2015; MONTET et al., 2014; VIJAYA-KUMAR et al., 

2015; HAYEK; IBRAHIM, 2013).  

Por se tratar de vários gêneros, como por exemplo, as bactérias ácido-láticas: 

Lactobacillus, Enterococcus, Weisella e Bacillus, assim como algumas leveduras (COOK et al., 

2012; SAAD et al., 2011), estudos revelam que a fermentação proporcionada pelas BAL não é 

realizada por uma única cepa, mas por uma mistura complexa desses microrganismos (SAUER 

et al., 2017; PETERSEN et al., 2017; SONG et al., 2017).  

A fermentação gera efeito benéfico na qualidade dos produtos e depende não apenas das 

características metabólicas das BAL, mas também da atividade enzimática dos substratos 

utilizados (GANZLE, 2014). No estudo de Rizzello et al. (2016), foi verificado que a 

fermentação realizada por BAL tem o potencial de melhorar as características tecnológicas, 

nutricionais, funcionais e sensoriais de alimentos. Além disso, aumenta o conteúdo de 

compostos bioativos e a captação de minerais, diminuindo o nível de fatores antinutricionais e 

valores da resposta glicêmica (GOBBETTI et al., 2014).  

Os produtos metabólicos produzidos por este grupo de bactérias, tais como os ácidos, o 

peróxido de hidrogênio e as bacteriocinas, também possuem a importância de inibir o 

crescimento de outras bactérias e fungos possivelmente patogênicos (GUPTA; SRIVASTAVA, 

2014). A nisina, por exemplo, é produzida por Lactococcus lactis, sendo um conservante 

antimicrobiano comumente utilizado para impedir o crescimento de patógenos específicos e 

deterioração causada por bactérias (SILVA et al., 2018).   

A obtenção de novas cepas de bactérias probióticas assim como o estudo do 

comportamento destes probióticos é de considerável interesse para serem utilizados na 

preservação de alimentos e na manutenção da saúde humana. As características antagonistas 

desse grupo contra os patógenos de origem alimentar têm sido estudadas, principalmente no 

grupo de BAL, mostrando ações antagonistas frente a bactérias patogênicas e deteriorantes 

(WAN et al., 2018). 
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 O gênero Weissella é composto por bactérias classificadas como gram-positivas, 

catalase negativas, não formadoras de esporos, morfologia cocóide ou bacilos curtos e 

pertencem ao grupo das bactérias láticas (BAL), caracterizadas principalmente pela produção 

de ácido lático a partir da fermentação de carboidratos (COLLINS et al., 1993). 

 As espécies de Weissella estão distribuídas em diferentes habitats, como solos, 

ordenhadeiras, cana-de-açúcar e algumas cepas com características tecnológicas interessantes 

foram isoladas de alimentos fermentados, como queijos, leite cru, vegetais e leite fermentados 

(BJORKROTH et al., 2009; VITALI et al., 2012; PATEL et al., 2013; YANG et al., 2014). 

 Do ponto de vista da tecnologia de alimentos, algumas cepas do gênero Weissella 

apresentam potencial na produção de exopolissacarídeos e oligossacarídeos não digeríveis, 

estando também envolvidas no controle de doenças de origem alimentar pela produção de 

bacteriocinas e peróxido de hidrogênio (PAPAMANOLI et al., 2003).  

 Algumas cepas mostraram atividade antagônica contra patógenos devido à produção de 

diversos compostos como bacteriocinas, ácidos orgânicos, hidrogênio, peróxido, entre outros 

(FUSCO et al., 2015; LÓPEZ-HERNÁNDEZ et al., 2018; GOH; PHILIP, 2015; YU et al., 

2019; TRIAS et al., 2008). 

2.4. Microencapsulação  

 A microencapsulação é uma técnica que consiste no revestimento do material ativo com 

um material encapsulante, formando cápsulas em miniaturas e seladas, que tem a capacidade 

de liberar seu conteúdo de forma controlada sob a influência de estímulos específicos 

(PEREIRA et al., 2018). 

 Vários estudos mostraram que a viabilidade de microrganismos probióticos pode ser 

melhorada incorporando-os dentro de microcápsulas (GONZALEZ-FERRERO et al., 2020; 

LEE et al., 2019; MARCIAL-COBA et al., 2018; MAWAD et al., 2018; MIRTIC et al., 2018; 

TIANI et al., 2018; YAO et al., 2020; YEUNG et al., 2016).  

 O material encapsulante deve ser seguro e compatível tanto com o material a ser 

encapsulado quanto a técnica a ser utilizada, além de fornecer proteção máxima ao material 

encapsulado em condições desfavoráveis (SOARES, et al., 2016). Os agentes encapsulantes 

mais empregados são os carboidratos (maltodextrina, goma arábica, alginatos, carragena, 

pectina, quitosana, entre outros) e as proteínas (proteínas de leite e do soro de leite, proteínas 

vegetais, gelatina, caseinato de sódio, entre outros) (VANISKI, et al., 2017). 



14 
 

 Uma prática comum é associar pelo menos dois agentes encapsulantes para melhorar a 

eficiência da encapsulação e geralmente, mistura-se carboidratos e proteínas (KOÇ, et al., 

2015). Dentre os agentes proteicos, o leite desnatado em pó contém cálcio de forma abundante, 

o que pode proteger as células contra o estresse térmico, pois a membrana citoplasmática 

combinada com as proteínas do leite forma um aglomerado celular, amortecendo tensões 

causadas pela rápida desidratação e elevação da temperatura (HUANG; CHEN, 2013).  

A proteção conferida pelo leite em pó desnatado pode ser devida a presença da lactose, 

um dissacarídeo, que é considerado protetor da membrana citoplasmática durante a 

desidratação, com mecanismo similar aos dissacarídeos não-redutores, tais como trealose e 

sacarose (ANANTA et al., 2005).  

Por outro lado, dentre os carboidratos, a maltodextrina é considerada um bom agente 

encapsulante por apresentar baixa higroscopicidade, evitar a aglomeração de partículas, possuir 

boa solubilidade e baixa viscosidade; além de ter um baixo custo, ausência de sabor e ter a 

característica de melhorar as propriedades de secagem (MENEZES, 2015).  

 Existem inúmeras técnicas de microencapsulação de probióticos que são divididas em 

três grandes grupos, tais como métodos físico-químicos; métodos físicos e métodos químicos 

(SOHAIL et al., 2011). Dentre as técnicas de microencapsulação existentes tem-se a técnica de 

spray drying, que é um método físico de fácil operação, apresenta um bom custo-benefício, 

bom rendimento e os microrganismos microencapsulados apresentam uma melhor estabilidade 

de armazenamento do que culturas novas ou armazenadas sob congelamento (ECKERT, 2016).  

 O processo utilizando o equipamento Spray dryer envolve diversificadas etapas, uma 

que consiste na dispersão e homogeneização do agente encapsulante, formando uma suspensão 

com o material ativo e de revestimento, que passa por uma câmara de secagem contendo ar 

quente circulante, onde o solvente é evaporado e os sólidos restantes do material de parede 

envolvem o conteúdo ativo, que serão despejados no ciclone ao final do procedimento, onde o 

produto em pó poderá ser recolhido (NUNES et al., 2015; MARTIN et al., 2015; SOARES, 

2016). 

 A seleção do método depende do tamanho desejado da microcápsula e da aplicação que 

será dada à mesma, do mecanismo de liberação e das propriedades físico-químicas, tanto do 

material ativo, quanto do agente encapsulante (COOK et al., 2012; ASSUNÇÃO et al., 2014). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Geral 

Explorar o potencial probiótico e biotecnológico de bactérias ácido-láticas isoladas a 

partir da fermentação espontânea do fruto amazônico bacupari (Rheedia gardneriana), bem 

como realizar a seleção, caracterização, identificação molecular, e microencapsulação dos 

microrganismos com potencial probiótico. 

3.2. Específicos 

- Isolar bactérias ácido-láticas do fruto bacupari por meio da fermentação espontânea; 

- Avaliar, selecionar e caracterizar os isolados bacterianos que apresentaram potencial 

probiótico in vitro, por meio dos seguintes testes: resistência a temperatura de 37ºC; 

antagonismo frente a bactérias patogênicas; tolerância a diferentes valores de pH; 

resistência aos sais biliares; e, suscetibilidade a antibióticos; 

- Realizar testes de virulência (produção de gelatinase, lipase, DNAse e atividade 

hemolítica) com as bactérias previamente selecionadas; 

- Realizar a identificação molecular das bactérias selecionadas que apresentaram 

potencial probiótico;  

- Realizar a microencapsulação das bactérias que apresentaram potencial probiótico por 

meio da técnica de spray drying e utilizando leite desnatado em pó e maltodextrina como 

agentes encapsulantes;  

- Avaliar a viabilidade das bactérias microencapsuladas, à temperatura de refrigeração, 

 por 60 dias. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta dos frutos 

Os frutos do bacupari (R. gardneriana) foram coletados em uma propriedade rural 

localizada na cidade de Aurora- TO. Posteriormente, foram armazenados em caixas isotérmicas, 

a fim de se manter a microbiota presente inalterada, e foram enviados sob refrigeração ao 

laboratório de Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA) da UFT - Campus Universitário de 

Palmas- TO.  

4.2. Fermentação espontânea 

Para a etapa inicial de fermentação os frutos coletados foram selecionados de acordo 

com o grau de integridade, sendo utilizados somente os livres de lesões, injúrias e podridões 

visuais. A partir dos frutos selecionados foi realizada a remoção das sujidades grosseiras e 

posteriormente realizada a sanitização, utilizando-se solução de hipoclorito 50 ppm durante 15 

minutos, sendo em seguida lavados duas vezes com água destilada estéril. Em seguida, 25 

gramas dos frutos foram pesados e colocados em sacos plásticos estéreis (150 x 200 mm), 

macerados com o auxílio de um bastão de ferro e deixados para fermentarem espontaneamente 

dentro dos sacos plásticos fechados. A fermentação espontânea dos frutos foi monitorada 

durante um período de 15 dias, no qual foram incubados entre 28ºC e 30ºC (NASCIMENTO et 

al., 2017), onde foram realizadas 6 coletas (1 de cada saco) nos tempos 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias 

de incubação para o isolamento das bactérias ácido-láticas.  

4.3. Isolamento e caracterização morfológica das bactérias ácido-láticas 

A metodologia empregada para essa etapa foi a proposta por Ribeiro (2012), com 

adaptações. O isolamento ocorreu nos diversos dias de incubação dos frutos em fermentação e 

consistiu em adicionar 225 mL de solução salina peptonada estéril em cada saco que continha 

as 25 gramas dos frutos de bacupari macerados. A primeira diluição foi homogeneizada em 

stomacher (Boitton, Brasil), durante 2 minutos. Posteriormente, sucessivas diluições seriadas 

foram realizadas até 10-7. A partir de cada uma das diluições obtidas, uma alíquota de 0,1 mL 

foi semeada em superfícies de placas de Petri contendo o meio de cultura Ágar MRS (De Man, 

Rogosa e Sharpe) (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos). O meio de cultura MRS 

foi utilizado por favorecer o crescimento, isolamento e contagem de bactérias ácido-láticas 

(OKTAVIANI et al., 2021). Em seguida, as placas inoculadas foram incubadas entre 28ºC e 
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30ºC em estufa bacteriológica (SolidSteel, EUA) em uma condição de microaerofilia (lacradas 

com parafilme) durante 4 dias. 

Após o período de incubação, as colônias crescidas nas placas foram caracterizadas de 

acordo com seus aspectos macro morfológicos através da observação dos aspectos como: 

forma, elevação, margem, cor, brilho e tamanho. Após a obtenção de colônias puras, foram 

observados os aspectos morfotintoriais através do teste de coloração de Gram; e ainda 

caracterizadas fisiologicamente através do teste de catalase.  

Os isolados foram transferidos para tubos contendo meio Ágar MRS inclinado (Difco 

Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e cobertos com óleo mineral estéril; além de serem 

conservados em glicerol a 20% (RHODES, 1957) para armazenamento. Todos os tubos foram 

mantidos em geladeira e freezer (Consul, Brasil) a temperatura de aproximadamente 4°C e -

80°C, respectivamente.  

4.4. Avaliação do potencial probiótico das bactérias ácido-láticas isoladas  

Todos os isolados foram avaliados em relação ao potencial probiótico in vitro de acordo 

com os seguintes testes: resistência a temperatura de 37ºC; antagonismo frente a bactérias 

patogênicas; tolerância a diferentes valores de pH; resistência aos sais biliares; e, 

suscetibilidade a antibióticos; de acordo com as metodologias descritas a seguir.  

4.4.1. Resistência a temperatura de 37ºC 
 Os isolados obtidos foram testados quanto a capacidade de crescer a 37ºC. Para tanto, 

cada isolado foi inoculado, com uma alçada, em caldo MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, 

Estados Unidos) e mantidos na temperatura de 37ºC por um período de 72 horas em banho 

maria (Solab, Brasil) e em uma condição de microaerofilia (tubos de ensaio com tampa 

rosqueada). Após este período, uma alíquota (10 µL) foi retirada dos tubos e foram feitos spots, 

através da técnica de microgota, em placas de Petri, contendo meio Ágar MRS (Difco 

Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos), e em seguida, as placas foram incubadas a 37°C 

por 48 horas em microaerofilia (placas lacradas com parafilme), para confirmação da 

viabilidade microbiana (REHAIEM et al., 2014). 

4.4.2. Antagonismo frente a bactérias patogênicas 
 Na avaliação de antagonismo frente a microrganismos patogênicos, os isolados obtidos 

foram testados contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella entérica subsp. 

typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Escherichia coli (ATCC 
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8739). A metodologia empregada foi a proposta por Jacobsen et al. (1999) e Vitali et al. (2012), 

com modificações. Todo experimento foi realizado em três repetições e as técnicas utilizadas 

foram: ágar spot test e difusão em poço, que serão descritas a seguir. 

4.4.2.1 Preparação dos microrganismos  
 
 Os microrganismos isolados dos frutos do bacupari foram previamente crescidos em 

Ágar MRS (à 37oC por 24 h em uma condição de microaerofilia - placas de Petri lacradas com 

parafilme). Posteriormente, os inóculos foram padronizados a uma concentração celular de 15 

x 108 UFC/mL (utilizou-se a escala de Mc Farland 5).   

 As bactérias patogênicas foram preparadas incialmente sendo inoculadas em caldo 

Brain-Heart-Infusion (BHI) (Kasvi, Brasil) a 37°C durante 24 horas e o inóculo inicial utilizado 

foi ajustado com a escala de Mc Farland 0,5 (correspondendo a 1,5 x 108 UFC/mL). 

4.4.2.2. Ágar spot test 
Nesse método, a partir do caldo MRS inoculado com os isolados obtidos (a uma 

concentração celular de 15 x 108 UFC/mL), foi transferida uma alíquota de 10 µL para placa de 

Petri previamente preparada contendo Ágar MRS (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados 

Unidos), utilizando a técnica da microgota. Em seguida, as placas foram incubadas a 37ºC em 

estufa bacteriológica (SolidSteel, EUA) por 24 horas em uma condição de microaerofilia 

(lacradas com parafilme). Decorrido esse período, foi vertida uma subcamada de 20 mL de Ágar 

BHI (Kasvi, Brasil) semissólido contendo uma das espécies de bactéria patogênica a ser testada 

(concentração celular de 1,5 x 108 UFC/mL). As placas foram novamente incubadas a 37ºC 

durante 24 horas e após esse período foi realizada a leitura para observação de halos de inibição 

que foram quantificados utilizando-se um paquímetro digital (Digimess, Brasil) (JACOBSEN 

et al., 1999, com modificações). O padrão utilizado para medida dos halos foi: (-) negativo (sem 

formação de halos); (+) fraca inibição (halos de até 4mm de diâmetro); (++) média inibição 

(halos de 5 a 9mm de diâmetro); (+++) forte inibição (halos acima de 10mm de diâmetro) 

(MORENO,1996). 

4.4.2.3. Difusão em poço 
Inicialmente, foi realizada a centrifugação (por 15 minutos a 14.000 rpm) do caldo MRS 

(Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) inoculado com os isolados obtidos (a uma 

concentração celular de 15 x 108 UFC/mL), onde obteve-se o sobrenadante livre de células 

(SLC). Posteriormente, cada uma das espécies de bactérias patogênicas a serem testadas 
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(concentração celular de 1,5 x 108 UFC/mL) foram inoculadas, com auxílio de um swab, em 

placas de Petri contendo Ágar BHI (Kasvi, Brasil). Em seguida, poços de 5 mm foram 

realizados nas placas e 50 µL do SLC foi adicionado aos poços. As placas foram incubadas a 

37ºC em estufa bacteriológica (SolidSteel, EUA) por 24 horas e em uma condição de aerobiose. 

Decorrido o período de incubação, foi realizada a leitura dos halos de inibição utilizando-se um 

paquímetro digital (Digimess, Brasil) (VITALI et al., 2012, com modificações). O padrão 

utilizado para medida dos halos foi:(–) negativo (sem formação de halos); (+) fraca inibição 

(halos de até 4mm de diâmetro); (++) média inibição (halos de 5 a 9mm de diâmetro); (+++) 

forte inibição (halos acima de 10mm de diâmetro) (MORENO,1996). 

4.4.3. Tolerância a diferentes valores de pH 
 Inicialmente os inóculos dos isolados obtidos foram previamente crescidos em Ágar 

MRS à 37oC por 24 horas em uma condição de microaerofilia (placas de Petri lacradas com 

parafilme). Posteriormente, os inóculos foram padronizados a uma concentração celular de 15 

x 108 UFC/mL (utilizou-se a escala de Mc Farland 5). A tolerância a diferentes valores de 

acidez foi determinada a partir da inoculação de cada isolado em caldos MRS (Difco 

Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) com o pH ajustado previamente com Ácido 

Clorídrico (HCL) (1M) a diferentes valores (pH 2; pH 3; e, pH 5) com posterior incubação do 

caldo a 37°C durante os tempos de 0, 1, 2 e 3 horas.  

Para verificação da taxa de sobrevivência dos isolados e o controle do crescimento foi 

utilizada a inoculação dos microrganismos no caldo MRS com um pH padrão (6,7 - sem 

ajustes). Em seguida, após o preparo dos inóculos nos diferentes pHs, uma alíquota de 50 µL 

dos caldos foi inoculado em tempos distintos (0h, 1h, 2h e 3h) em placas de Petri contendo Ágar 

MRS através do equipamento Spiral Plater (IUL Instrumentos, Barcelona, Espanha). As placas 

foram incubadas a 37°C em estufa bacteriológica (SolidSteel, EUA) por 48 horas em uma 

condição de microaerofilia (lacradas com parafilme) (UECKER, 2018, com modificações). 

Após a incubação, o número de células foi determinado por contador automático de colônias 

Flash & Go (IUL Instrumentos, Barcelona, Espanha) (SILVA et al., 2015). E foi calculada a 

taxa de sobrevivência aos diferentes valores de pHs de acordo com Bao et al. (2010), através 

da equação:  

Taxa de sobrevivência (%) = (log UFC N1/ log UFC N0) x 100% 
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 Onde N1 corresponde a contagem de células viáveis após exposição aos diferentes pHs; 

e, N0 corresponde a contagem de células viáveis ao pH padrão (6,7 - sem ajustes). Todo 

experimento foi realizado em três repetições. 

4.4.4. Teste de resistência aos sais biliares 
 Inicialmente os inóculos dos isolados obtidos foram previamente crescidos em Ágar 

MRS à 37oC por 24 horas em uma condição de microaerofilia (placas de Petri lacradas com 

parafilme). Posteriormente, foram padronizados a uma concentração celular de 15 x 108 

UFC/mL (utilizou-se a escala de Mc Farland 5) e então foram adicionados em caldo MRS 

contendo 0,3% de sais biliares (Bacto-Oxgall, Difco®, EUA) de acordo com a metodologia 

proposta por Sanchez et al. (2015), com modificações. Foi utilizada a inoculação dos 

microrganismos no caldo MRS sem a adição dos sais biliares para o controle da verificação da 

taxa de sobrevivência dos isolados.  

 Os caldos com os sais biliares já inoculados com os microrganismos foram incubados a 

37°C por 0h, 2h, 4h e 6h. Em seguida, uma alíquota foi retirada (50 µL) e foi realizada a 

semeadura na superfície de placas de Petri contendo Ágar MRS utilizando o equipamento Spiral 

Plater. As placas inoculadas foram incubadas a 37°C em estufa bacteriológica por 48 horas em 

uma condição de microaerofilia (lacradas com parafilme) (GILLILAND et al., 1984, com 

modificações). Após a incubação, o número de células foi determinado por contador automático 

de colônias Flash & Go (SILVA et al., 2015). A taxa de sobrevivência aos sais biliares foi 

calculada de acordo com Bao et al. (2010), através da equação:  

Taxa de sobrevivência (%) = (log UFC N1/ log UFC N0) x 100% 

 Onde N1 corresponde a contagem de células viáveis após exposição aos sais biliares; e, 

N0 corresponde a contagem de células viáveis anteriormente aos sais biliares. Todo 

experimento foi realizado em três repetições.  

4.4.5. Análise de suscetibilidade a antibióticos 
 Para o teste de suscetibilidade a antibióticos, os inóculos dos isolados obtidos foram 

previamente crescidos em Ágar MRS à 37oC por 24 horas em uma condição de microaerofilia 

(placas de Petri lacradas com parafilme). Posteriormente, os inóculos foram padronizados a 

uma concentração celular de 15 x 108 UFC/mL (utilizou-se a escala de Mc Farland 5) e 

semeados com swab, em placas de Petri contendo Ágar MRS (SALMINEN et al., 1996).  

 Para a verificação do perfil de sensibilidade a diferentes antibióticos, foi utilizado o 

método da difusão em placa com discos impregnados com os seguintes antibióticos: ampicilina 
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(10µL), vancomicina (30µL), gentamicina (10µL), eritromicina (15µL), cloranfenicol (30µL), 

clindamicina (2µL), e kanamicina (30µL) (TARRAH et al., 2018). Estes foram obtidos do 

laboratório SENSIFAR (Cefar Diagnóstica, São Paulo, Brasil).  

 Os discos contendo cada um dos antibióticos foram adicionados às placas em pontos 

equidistantes, sob leve pressão, com o auxílio de uma pinça estéril. Após 1 hora sob temperatura 

ambiente, as placas foram incubadas a 37ºC em estufa por 24 horas, em uma condição de 

microaerofilia (placas lacradas com parafilme) (NCCLS, 2003). A sensibilidade dos 

microrganismos foi avaliada por meio da medição dos halos de inibição ao redor dos discos de 

antibióticos, medidos com paquímetro e expressos em milímetros (mm). Conforme o tamanho 

do halo obtido (Tabela 1), os isolados foram classificados em: Resistente (R); Moderadamente 

Sensível (MS); e, Sensível (S), de acordo com a metodologia proposta por Charteris et al. (1998) 

e Lemos Junior et al. (2020). A técnica foi realizada em três repetições. 

 

Tabela 1 - Tamanho dos halos para classificação dos isolados quanto a sua susceptibilidade aos 
antibióticos testados. 

ANTIBIÓTICO µL R MS S 
Ampicilina 10 £12 13-15 ³16 

Clindamicina 2 £8 9-11 ³12 
Cloranfenicol 30 £13 14-17 ³18 
Eritromicina 15 £13 14-17 ³18 
Gentamicina 10 £12 - ³13 
Kanamicina 30 £13 14-17 ³18 
Vancomicina 30 £14 15-16 ³17 

Fonte: NCCLS (2003), adaptada. 

4.5. Avaliação da virulência das bactérias ácido-láticas  

 Os isolados foram testados, a partir da análise de fatores de virulência, com o objetivo 

de aumentar a confiabilidade e segurança da sua utilização nas microcápsulas, sendo realizados 

os seguintes testes: produção de gelatinase, lipase, DNAse e atividade hemolítica, como 

descritos a seguir. 

4.5.1. Teste da produção de Gelatinase  
 A detecção da produção de gelatinase foi realizada de acordo com Marra et al. (2007). 

Os isolados selecionados dos testes anteriores foram inoculados, com uma alçada, em tubos 

contendo 4mL de caldo BHI (Brain-Heart-Infusion) acrescido com 12% de gelatina incolor 

(Dr. Oetker, Brasil) e foram incubados por 48 horas a 37°C. Após decorrido o período de 

incubação, os tubos foram acondicionados em banho de gelo por 30 min, sem agitação. O 
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resultado foi interpretado da seguinte forma: negativo quando o meio se apresentou sólido; e, 

positivo quando o meio se apresentou líquido. Todo experimento foi realizado em três 

repetições.  

4.5.2. Teste de produção de Lipase 
 A produção de lipase foi realizada de acordo com Barbosa et al. (2010). Alíquotas de 

2μL do sobrenadante bruto (obtidos a partir da centrifugação a 14.000 rpm por 15 min) de cada 

isolado, foram semeados pontualmente em placas de Petri contendo Ágar BHI (Kasvi, Brasil) 

suplementado com 2g/L de Cloreto de Cálcio (CaCl2) (Dinâmica, Brasil) e 10g/L de Tween 80 

(NEON, Brasil). Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas e a atividade 

lipolítica foi identificada pela formação de halos opacos ao redor das colônias, sendo o 

experimento realizado em três repetições. O resultado foi considerado negativo se nenhum 

efeito fosse observado em torno das colônias. 

4.5.3. Teste de DNAse 
 O teste foi realizado conforme descrito por Bannerman (2003), com adaptações. Para 

tanto, os isolados previamente selecionados foram estriados diretamente em placas de Petri 

contento o meio de cultura Ágar DNase (Oxoid, São Paulo, Brasil) e foram incubados por 24 

horas à 37°C. Após o tempo de incubação a placa foi coberta com ácido clorídrico 1M por 3 

minutos. E foi observado a formação de halos claros em torno das colônias, no qual foi 

considerada indicativo de resultado positivo. O resultado foi considerado negativo se nenhum 

efeito fosse observado em torno das colônias. Todo experimento foi realizado em três 

repetições. 

4.5.4. Verificação da Atividade Hemolítica 
 Os isolados foram testados quanto a atividade hemolítica segundo Foulquié-Moreno et 

al. (2003), onde foram inoculados, por meio da técnica de estria simples, em Ágar Sangue (7% 

v/v de sangue de cavalo) e incubados a 37°C por 48 horas. A interpretação dos resultados foi 

realizada da seguinte forma: quando se obteve zonas verdes em torno das colônias o resultado 

foi considerado hemolítico (α-hemólise); quando nenhum efeito foi produzido sobre as placas 

foi considerado não hemolítico (γ-hemólise); e, quando zonas de lise de sangue foram 

identificadas ao redor das colônias considerou-se hemolítico (β-hemólise). Todo experimento 

foi realizado em três repetições. 
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4.6. Identificação molecular dos isolados  

 Para identificação molecular foram utilizados os isolados que foram selecionados por 

seus potenciais probióticos, por meio do sequenciamento do gene 16S. As metodologias de 

extração, amplificação e sequenciamento serão descritas a seguir. 

4.6.1. Extração do DNA genômico 
 

Os isolados foram previamente crescidos em Ágar MRS (à 37oC por 24 horas em 

microaerofilia - placas de Petri lacradas com parafilme), e uma alçada do crescimento recente 

foi ressuspensa em 100 μL de tampão de lise em tubo eppendorf e homogeneizada em agitador 

vortex (Labor Import, Brasil) e incubada em banho maria (7Lab, Brasil) a 65ºC por 30 minutos.  

Posteriormente, foi adicionado 200 μL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e 

homogeneizado por inversão e centrifugado (Kasvi, Brasil) a 14.000 rpm por 10 minutos. 

Decorrido esse período, o sobrenadante foi retirado com auxílio de pipeta e transferido para 

outro tubo eppendorf e foi adicionado 100 μL de isopropanol. O tubo eppendorf foi mantido 

em repouso à temperatura ambiente por 15 minutos para que ocorresse a precipitação do DNA. 

 Em seguida, o tubo foi centrifugado por 14.000 rpm durante 10 minutos e o 

sobrenadante foi descartado por inversão. Foi adicionado ao tubo, 200 μL de etanol 70% e 

centrifugado novamente a 14.000 rpm por 10 minutos. O etanol foi descartado por inversão e 

essa etapa de lavagem do DNA com etanol foi repetida por duas vezes. Em seguida, os tubos 

foram mantidos abertos à temperatura ambiente overnight para total evaporação do etanol. O 

pellet do DNA foi ressuspenso em 50 μL de tampão TE pH 8.0. Ao término da extração, o DNA 

obtido de cada amostra foi quantificado em espectrofotômetro (NanoDrop® 2000-2000c).  

4.6.2. Amplificação do DNA por PCR 
 A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para a amplificação da região 

16S do rDNA. Os pares iniciadores utilizados foram 27F (5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG 3') e 1492R (5' GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3'), como descritos por Lane (1991). As 

reações de amplificação foram realizadas utilizando 10 ρmols de cada primer e até 5 μL de 

DNA molde e, PCR Mix contendo: 5 μL de Tampão de PCR, 3 μL de Cloreto de Magnésio, 1 

μL de DNTP, 0,25 μL de Taq DNA polimerase e o volume final para chegar em 50 μL de água 

destilada estéril.  
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 As etapas utilizadas na PCR consistiram em: 1 ciclo (95oC por 2 minutos), 35 ciclos 

(95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e o último ciclo (72oC por 5 

minutos), de acordo com Moreira et al. (2005).  

 Decorrida a reação de PCR, para verificação da amplificação de cada amostra, 2 μL de 

DNA de cada amostra foram misturados em 2 μL do corante não mutagênico Safer e, então, 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando 100 V, durante 30 minutos. Ao 

término da corrida, os géis foram visualizados com auxílio de luz ultravioleta para observação 

do DNA amplificado. 

4.6.3. Sequenciamento genético das amostras 
O sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa ACTGene Análises 

Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) conforme metodologia 

proposta por Reysenbach et al., (2000). Foi utilizado o sequenciador automático AB 3500 

Genetic Analyzer equipado com capilares de 50 cm e polímero POP7 (Applied Biosystems).  

As sequências obtidas foram comparadas com as depositadas no GenBank, disponível 

no portal do Centro Nacional para Informação em Biotecnologia (NCBI - National Center of 

Biotechnology Information – http://www.ncbi/nlm/nih.gov/blast). Sendo estabelecido um 

percentual mínimo de 99% de similaridade entre as sequências analisadas (SANT’ANNA, 

2015).  

4.7. Elaboração das microcápsulas probióticas 

 Para elaboração das microcápsulas foram utilizados os isolados que foram selecionados 

por seus potenciais probióticos nas etapas anteriores. Iniciou-se com a curva de crescimento; 

seguida da elaboração das microcápsulas, cálculo de eficiência da microencapsulação e 

avaliação da viabilidade celular; metodologias estas que serão descritas a seguir. 

4.7.1. Curva de crescimento  
Previamente, foi realizada a curva de crescimento dos isolados. Para tanto, o isolado 

selecionado nos testes anteriores foi inoculado em placa de Petri contendo Ágar MRS (Kasvi, 

Brasil). A placa foi incubada a 37oC, em uma condição de microaerofilia (lacrada com 

parafilme) por 24 horas e posteriormente, após o crescimento, foi realizada a preparação do 

inóculo a partir da padronização celular utilizando a escala de Mc Farland 0,5 (que corresponde 

a uma concentração celular de 1,5 x 108 UFC/mL). Em seguida, esta concentração foi ajustada 

em 30 mL de caldo MRS que posteriormente foi incubado à 37ºC.  
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Após a incubação, a cada 2 horas (até completar 48 horas), uma alíquota do caldo MRS 

foi retirada (50 µL) e realizada a semeadura na superfície de placas de Petri contendo Ágar 

MRS, com o auxílio do equipamento Spiral Plater. As placas foram incubadas a 37°C em estufa 

bacteriológica por 48 horas em uma condição de microaerofilia (lacradas com parafilme) 

(GILLILAND et al., 1984, com modificações). Após a incubação, o número de células foi 

determinado por contador automático de colônias Flash & Go e foi traçado o comportamento 

de crescimento do microrganismo (SILVA et al., 2015).  

4.7.2. Elaboração das microcápsulas e eficiência da microencapsulação 

Para a elaboração das microcápsulas foram utilizados como agentes encapsulantes: 10 

g de leite desnatado (Molico, Nestlé), mais 2,5 g de maltodextrina (Atlhetica, Brasil) nos quais 

foram dissolvidos em 480 mL de água destilada estéril (GUERGOLETTO et al., 2010).  

Depois de descoberta a fase estacionária dos isolados, estes foram padronizados com a 

escala de Mc Farland 5 (a uma concentração celular de 15 x 108 UFC/mL), onde adicionou-se 

20 mL dessa escala nos 480 mL da solução com os agentes microencapsulantes (leite desnatado 

em pó (Molico, Nestlé) 2% + maltodextrina (Atlhetica, Brasil) 0,5%).  

O equipamento utilizado foi o modelo LM MSD 0.5 e as condições de secagem em spray 

dryer para todo o experimento foram: vazão de 30 mL/min realizada através de uma bomba 

peristáltica, temperatura de entrada do ar 90 ± 2ºC, temperatura de saída 60 ± 3ºC (Figura 2).  

 

Figura 2 - Spray Dryer utilizado na microencapsulação da bactéria ácido-lática selecionada no 
presente estudo. 

 

Fonte: autores (2021). 
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Os isolados microencapsulados na forma de pó, foram coletados em um ciclone 

localizado na saída do Spray dryer, armazenados em sacos cromados e foram embalados a 

vácuo, devidamente identificados e estocados à temperatura de refrigeração (entre 6ºC e 10ºC) 

por até 60 dias para análise de viabilidade celular.  

Para verificação da eficiência da microencapsulação foi realizada a contagem de 

microrganismos viáveis logo após o procedimento. A eficiência da microencapsulação (EM) 

foi calculada através da equação (PICOT; LACROIX, 2004):  

EM = (N/No) x 100 

Onde N é o número de células viáveis após a desintegração e No é o número de células 

viáveis antes da desintegração. 

4.7.3. Avaliação da viabilidade celular dos isolados microencapsulados 

 A viabilidade celular dos isolados foi determinada conforme Fritzen-Freire et al. (2013), 

com adaptações. Portanto, após a realização da microencapsulação, foi retirada 1g da amostra 

ao qual foram adicionados 9 mL de água peptonada 0,1% (p/v) (Himedia, India), seguido de 

agitação e de diluições decimais seriadas (até 10-3).  

 Em seguida, uma alíquota de cada diluição foi retirada (50 µL) e realizada a semeadura 

na superfície de placas de Petri contendo Ágar MRS (utilizando o equipamento Spiral Plater 

(as placas foram incubadas a 37°C em estufa bacteriológica por 48 horas em uma condição de 

microaerofilia (lacradas com parafilme) (GILLILAND et al., 1984, com modificações).  

 Após a incubação, o número de células foi determinado por contador automático de 

colônias Flash & Go (SILVA et al., 2015). Para o cálculo da viabilidade celular, os isolados 

microencapsulados foram armazenados durante 60 dias em sacos cromados embalados a vácuo 

e estocados em temperatura de refrigeração (entre 6ºC e 10ºC). Esse processo foi semanal 

durante 60 dias. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Isolamento e caracterização morfológica dos isolados 

  Inicialmente foram obtidos 97 isolados, característicos de bactérias, durante os tempos: 

0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias de incubação, durante a fermentação espontânea do fruto. Esses isolados 

foram agrupados morfologicamente em 8 grupos distintos. Todavia, nesse estudo não se 

observou crescimento bacteriano nos tempos 0 e 15 dias de incubação, fator dado possivelmente 

pela falta de condições que pudessem favorecer o crescimento no tempo inicial (0), visto que 

bactérias ácido-láticas necessitam de uma acidificação do meio para o seu crescimento e isto 

costuma ocorrer em decorrência dos dias de fermentação (MEDEIROS JUNIOR et al., 2019). 

Por outro lado, no tempo de 15 dias, pode ter ocorrido o aumento excessivo de metabólitos 

produzidos pelos próprios microrganismos que são capazes de limitar o desenvolvimento dos 

mesmos (REIS et al., 2018). 

Quanto as características morfológicas das colônias foram observadas como 

prevalentes: a forma circular, margem inteira, cor branca e aspecto de brilho, presentes entre os 

8 morfotipos descritos. A maior diferenciação, no entanto, se deu devido ao tipo de elevação e 

ao tamanho variado das colônias. A Tabela 2 apresenta todos os morfotipos encontrados, que 

foram agrupados segundo suas características morfológicas, e a quantificação do número de 

isolados em cada grupo. 

Tabela 2 - Número de isolados obtidos a partir da fermentação espontânea de frutos do bacupari 
(Reedia gardneriana) e caracterização morfológica. 

 
MORFOTIPO   

                CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS  
N° total de 

isolados  
Forma Elevação Margem   Cor Brilho Tamanho 

(cm) 
1 Circular Convexa Inteira Branca Presente < 0,1 57 

2 Circular Plana Inteira Branca Ausente 0,2 a 0,5 4 

3 Circular Papilada Inteira Amarela Presente >0,5 4 

4 Circular Plana Inteira Branca Presente <0,1 3 

5 Circular Convexa Inteira Branca Presente 0,2 a 0,5 19 

6 Circular Convexa Inteira Amarela Presente > 0,5 4 

7 Circular Plana Inteira Branca Presente 0,2 a 0,5 2 

8 Puntiforme Convexa Inteira Branca Presente <0,1 4 

 
Nº TOTAL DE ISOLADOS:   

 
97  
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 Em relação aos morfotipos encontrados, destaca-se o morfotipo 1 com 57 isolados e o 

morfotipo 5 com 19 isolados, sendo estes dois os mais prevalentes. Por outro lado, apesar dos 

morfotipos 2, 3, 4, 6, 7 e 8 apresentarem uma menor quantidade de isolados, estes demonstraram 

uma considerável diversidade na microbiota do fruto, que de modo geral, foi evidenciada 

durante todo o tempo da fermentação espontânea.  

 Dos 97 isolados obtidos, 82 apresentaram viabilidade após a preservação inicial 

(apresentando uma perda de cerca de 16% do número total de microrganismos obtidos). Desses, 

75 isolados apresentaram as características desejáveis para seleção de bactérias ácido-láticas 

como: morfologia de bacilos e/ou cocobacilos; Gram positivas para o teste de coloração de 

Gram; e, catalase negativa no teste da catalase. 

Diversos estudos demonstram o potencial de frutos como uma categoria de alimentos a 

servir como transportador e fonte de microrganismos com potencial probiótico que pode ser 

explorada através da fermentação espontânea (PANGHAL et al., 2018; SEPTEMBRE- 

MALATERRE et al., 2018; XU et al., 2018). Fator observado neste estudo e em diversas 

pesquisas que relatam o isolamento e a identificação de bactérias ácido-láticas de diferentes 

frutas, como: amoras, abacaxis, uvas, cerejas, maçãs, pêssegos, peras e bananas (BAE et al., 

2006; TRIAS et al., 2008; CHEN et al., 2010; DI CAGNO et al., 2011; VERON et al., 2017; 

ABUBAKR; AL-ADIWISH, 2017).  

De acordo com Serra et al. (2019) ao realizarem a identificação da comunidade 

microbiana do fruto do cacau amazônico brasileiro (Theobroma cacao), esses encontraram seis 

bactérias ácido-láticas, sendo elas: Lactococcus lactis, Fructobacillus pseudoficulneus, 

Weissella confusa, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus murinus. 

Em um outro trabalho, Tenea et al. (2017) também obtiveram resultados semelhantes ao isolar 

bactérias ácido-láticas do fruto de jurubeba proveniente da floresta amazônica, demonstrando a 

riqueza probiótica que se pode encontrar nesses frutos.  

Sánchez et al. (2019) também isolaram e identificaram 37 espécies de BAL, incluindo 

Lactobacillus plantarum, Weissella cibaria, Lactobacillus brevis e Weissella confusa de frutos 

da Amazônia peruana (caju, carambola, pupunha, jenipapo, buriti, buritirana, camu-camu, 

patauá, maracujá, maracujá doce, umari, araçá e cubiu). No mesmo estudo foi apresentada a 

caracterização fenotípica destas cepas, onde a maioria eram bacilos homofermentativos capazes 

de fermentar glicose, maltose, celobiose, frutose e crescer em uma ampla faixa de temperaturas 

e pHs. 

Desta forma, a presença dessas bactérias ocorre naturalmente em frutos, podendo ser 

isolados da casca, da polpa e das sementes (BOURDICHON et al., 2012; BERISTAIN-BAUZA 
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et al., 2016). Como observado no presente estudo, que mostrou que o isolamento de BAL a 

partir da fermentação espontânea de frutos do bacupari pode apresentar uma relevante 

diversidade, o que torna promissora a obtenção de populações microbianas residentes em frutos 

amazônicos, visto que aumenta a possibilidade de descoberta de novos microrganismos para a 

exploração em aplicações biotecnológicas. 

5.2. Avaliação do potencial probiótico das bactérias ácido-láticas 

Todos os isolados foram avaliados em relação ao potencial probiótico in vitro de acordo 

com os seguintes testes: resistência a temperatura de 37ºC; antagonismo frente a bactérias 

patogênicas; tolerância a diferentes valores de pH; resistência aos sais biliares; e, 

suscetibilidade a antibióticos. Os resultados obtidos serão descritos a seguir.  

5.2.1. Resistência a temperatura de 37ºC 

 Os 75 isolados caracterizados anteriormente foram submetidos inicialmente ao teste de 

resistência a temperatura de 37ºC e destes, 48 resistiram a temperatura submetida e foram 

selecionados para a próxima etapa do estudo.  

 A temperatura de crescimento é um fator de grande influência no metabolismo dos 

microrganismos, uma vez que todos os processos de crescimento são dependentes de reações 

bioquímicas que são afetadas pela temperatura ótima de crescimento. Desta forma, a 

temperatura de 37°C foi testada com o intuito de simular a temperatura do corpo humano, visto 

que o pretendido é obter cepas adaptadas a esta temperatura (OLIVEIRA et al., 2017).  

 Na pesquisa realizada por Arteaga et al. (2018), estes observaram que cepas de 

Lactobacillus plantarum, espécie de bactéria ácido-lática, apresentaram similaridade de 

crescimento em relação aos diferentes níveis de temperatura submetidas, pois as bactérias 

toleraram temperaturas entre 30°C e 45°C, sem afetar o seu crescimento.   

 O que também foi observado por Mangoni (2009), que ao isolar Lactobacillus sp. 

visando sua utilização como probióticos, demonstrou que estes microrganismos também 

tiveram um bom crescimento e desenvolvimento a temperatura de 37°C, resultados que 

corroboram com os encontrados no presente estudo e demonstram sua importância. 

5.2.2. Antagonismo frente a bactérias patogênicas 

 Os 48 isolados que apresentaram crescimento a temperatura de 37ºC foram submetidos 

ao teste de antagonismo frente às bactérias patogênicas. Os resultados demostraram que 15 

isolados (1, 7, 11, 13, 18, 19, 20, 24, 25, 30, 35, 36, 54, 57 e 61) inibiram o crescimento de 
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alguma das bactérias patogênicas em pelo menos uma das técnicas empregadas (ágar spot test 

e/ou difusão em poço).   

 Os resultados obtidos com a técnica de spot test mostraram que 9 isolados obtidos (7, 

19, 20, 24, 25, 30, 36, 57, 61) apresentaram forte inibição (>10mm) frente ao patógeno Listeria 

monocytogenes. Já na técnica de difusão em poço, apenas um isolado (36) apresentou média 

inibição (5 à 9mm), frente ao mesmo patógeno testado. 

 Com relação aos halos de inibição frente ao patógeno Escherichia coli, 7 isolados sendo 

estes: 11, 25, 35, 36, 54, 57 e 61 apresentaram forte inibição (>10mm) na técnica de spot test; 

já na técnica de difusão em poço, 3 microrganismos (20, 36 e 61) apresentaram média inibição 

(5 à 9mm). 

Da mesma forma, 2 microrganismos (36 e 61) apresentaram forte inibição (>10mm) 

frente ao patógeno Staphylococcus aureus na técnica de spot test; já o microrganismo 57 

apresentou média inibição (5 à 9mm) e os microrganismos 13 e 18 apresentaram fraca inibição 

(<4mm). Todavia, na técnica de difusão em poço 3 microrganismos (7, 36 e 57) apresentaram 

média inibição (5 à 9mm) frente ao patógeno Staphylococcus aureus. 

Por fim, 3 microrganismos, sendo eles: 36, 57 e 61 apresentaram forte inibição (>10mm) 

frente ao patógeno Salmonella typhimurium na técnica de spot test; enquanto os 

microrganismos 1 e 11 apresentaram fraca inibição (<4mm). Já na técnica de difusão em poço, 

apenas 3 microrganismos (20, 57 e 61) apresentaram média inibição (5 à 9mm) frente ao 

patógeno Salmonella typhimurium. 

A atividade antimicrobiana é expressa através da formação de halo decorrente da 

inibição do crescimento das bactérias patogênicas (SCHILLING; LUCKER, 1989). A presença 

de um halo de inibição, independente do diâmetro, é um indicativo de antagonismo frente a 

bactérias patogênicas (NETO et al., 2005). 

Os resultados dessa análise podem ser observados na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Ação inibitória dos isolados de frutos do bacupari sobre bactérias patogênicas utilizando as técnicas ágar spot test e difusão em poço. 

Bactérias 
Isoladas 

Lysteria monocytogenes Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium 
Spot Test Poço Spot Test Poço Spot Test Poço Spot Test Poço 
HA  IN HA IN HA  IN HA IN HA  IN HA IN HA IN HA IN 

1 - - - - - - - - - - - - 2,4 + - - 
7 18,0 +++ - - - - - - - - 7,7 ++ - - - - 
11 - - - - 31,3 +++ - - - - - - 4,0 + - - 
13 - - - - - - - - 2,3 + - - - - - - 
18 - - - - - - - - 2,8 + - - - - - - 
19 32,7 +++ - - - - - - - - - - - - - - 
20 27,2 +++ - - - - 6,9 ++ - - - - - - 6,0 ++ 
24 78,0 +++ - - - - - - - - - - - - - - 
25 32,5 +++ - - 21,2 +++ - - - - - - - - - - 
30 52,9 +++ - - - - - - - - - - - - - - 
35 - - - - 16,3 +++ - - - - - - - - - - 
36 40,8 +++ 9,1  ++ 53,3 +++ 6,1 ++ 16,4 +++ 6,7 ++ 29,0 +++ - - 
54 - - - - 10,7 +++ - - - - - - - - - - 
57 47,8 +++ - - 74,0 +++ - - 8,7 ++ 5,6 ++ 30,4 +++ 5,2 ++ 
61 15,1 +++ - - 49,0 +++ 6,9 ++ 56,3 +++ - - 31,3 +++ 6,0 ++ 

(HA) = Resultado dos tamanhos dos halos obtidos da média de três repetições e estão expressos em mm (milímetros).  

(IN) = Classificação da inibição (Negativo, Fraca, Média ou Forte). 

Padrão para medida dos halos segundo MORENO (1996): 

(-) = Negativo: Não houve inibição do crescimento do patógeno. 

(+) = Fraca inibição: halos de até 4mm de diâmetro. 

(++) = Média inibição: halos de 5 à 9mm de diâmetro. 

(+++) = Forte inibição: halos acima de 10mm de diâmetro. 
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A metodologia empregada de ágar spot test é necessária pois avalia a concorrência direta 

entre os microrganismos. Normalmente cepas selvagens necessitam suportar a concorrência de 

outros microrganismos para sobreviver no ambiente natural hostil, de modo que muitas vezes 

produzem antimicrobianos como bacteriocinas e outros metabólitos, como: ácidos lático, 

acético e propiônico (BERVANAKIS et al., 2008). Estas substâncias são naturalmente 

formadas por muitas bactérias ácido-láticas e, podem servir como estratégia para ganharem 

vantagens e inibirem o desenvolvimento de microrganismos concorrentes, produzindo 

compostos antagônicos aos demais microrganismos e acidificando o meio (SOOMRO et al., 

2002). 

Na avaliação do antagonismo frente a bactérias patogênicas pela técnica de difusão em 

poço, utilizou-se apenas o sobrenadante livre de células das bactérias isoladas. Com isso, os 

resultados nesse teste foram menos expressivos do que em comparação a técnica de ágar spot 

test, tendo em vista que nessa técnica a interação direta entre os microrganismos pode levar a 

inibição também pela concorrência por espaço e nutriente e maior produção de substâncias 

antimicrobianas, que agem como agentes químicos na destruição de outros microrganismos e 

no aumento da sobrevivência do organismo que o produz no ambiente, dando maior capacidade 

de colonização (ALVAREZ-OLMOS; OBERHELMAN, 2001; KARSKA-WYSOCKI et al., 

2010; DRAGO et al., 2015).  

 Alguns estudos demonstraram vários mecanismos antimicrobianos de bactérias ácido-

láticas, como: competição por nutrientes, produção de compostos inibitórios, estimulação 

imunológica e competição por sítios de ligação (GEORGIEVA et al., 2015; INGLIN et al., 

2015). Além disso, bactérias ácido-láticas podem secretar certas moléculas antimicrobianas, 

como etanol, ácido graxo, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, que podem exercer a 

atividade antimicrobiana (INGLIN et al., 2015; GEORGIEVA et al., 2015).  

 Por meio desses mecanismos, segundo Kang et al. (2017), algumas bactérias ácido-

láticas demonstraram sua capacidade de inibir vários patógenos bacterianos, incluindo 

Clostridium difficile (MCFARLAND, 2015), Escherichia coli (KUMAR et al., 2016), Shigella 

spp. (MIRNEJAD et al., 2013), Streptococcus mutans (AHN et al., 2018), Pseudomonas 

aeruginosa (JAMALIFAR et al., 2011) e Staphylococcus aureus.   

 Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com cepas de Lactobacillus sp. 

por Kato et al. (2016) e Neto et al. (2005), que relataram inibição por bactérias ácido-láticas 

frente ao Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli. 

Resultados similares do antagonismo in vitro foram relatados também por outros autores, como: 

Alexandre et al. (2002) que demonstraram atividade antagonista de bactérias ácido-láticas 
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contra S. aureus e L. monocytogenes. E no trabalho desenvolvido por Chioda et al. (2006), foi 

apresentado que o L. acidophilus foi capaz de inibir o crescimento de L. monocytogenes e ainda 

segundo Kos et al. (2011) também foi observado atividade antagonista de L. lactis frente a 

Staphylococcus sp. e E. coli.  

 Deste modo, no desenvolvimento do presente estudo foi observado que os 

microrganismos 36, 57 e 61 foram capazes de inibir todas as bactérias patogênicas (Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium) através 

de uma média ou forte inibição. Além desses, o microrganismo 20 também inibiu 3 das 4 

patógenas testadas (Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella typhimurium). 

Portanto essas 4 bactérias (20, 36, 57 e 61) demostraram potencial para as suas possíveis 

aplicações como potenciais probióticos e foram selecionadas para os testes posteriores. Os 

demais isolados foram descartados do estudo. 

5.2.3. Tolerância a diferentes valores de pH  
 Os 4 isolados selecionados no teste anterior descrito (20, 36, 57 e 61) foram submetidos 

ao teste de tolerância a diferentes valores de pH, sendo estes avaliados quanto ao seu 

crescimento em valores de pHs: 5, 3 e 2 em diferentes tempos de incubação (0, 1, 2 e 3 horas). 

Os resultados dessa análise podem ser observados na Figura 3. 
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Figura 3 – Resultados obtidos no teste de tolerância aos pHs 5, 3 e 2 dos isolados 20, 36, 57 e 61, previamente selecionados. 

 

 

 

   

*As barras são referentes às médias de três repetições e os marcadores acima das barras de cada gráfico representam o desvio padrão das médias obtidas.  
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 Na figura acima é possível observar que no pH 5 (Fig. 3-A) todos os microrganismos 

(20, 36, 57 e 61) tiveram uma taxa de sobrevivência acima de 80%, apresentando uma 

concentração celular de 106 UFC/ml em todos os tempos analisados. Já nas Figuras 3-B e 3-C 

são indicados os efeitos dos pHs 3 e 2 respectivamente. Onde no pH 3, foi observado que todas 

as bactérias testadas (20, 36, 57 e 61) continuaram com suas taxas de sobrevivência acima de 

60%, o que também foi equivalente a concentrações celulares de 106 UFC/ml. No entanto, no 

pH 2, foi apresentado crescimento significativo de todas as bactérias apenas no início do período 

de incubação (Tempo 0h); onde o isolado 20 apresentou uma taxa de sobrevivência de 130%, 

enquanto o isolado 36 apresentou 60%, e os isolados 57 e 61 demonstraram uma taxa de 

sobrevivência acima de 40%. Todavia nenhum do isolados resistiram ao pH 2 por mais de 1 

hora, resultado este que pode ser devido à condição ácida extrema. 

 O pH ácido é uma das condições hostis mais desafiadoras que podem ser encontradas 

por cepas probióticas em alimentos de baixo pH, durante o trânsito gástrico e após a exposição 

a ácidos graxos no intestino delgado (COTTER; HILL, 2003). Assim, a identificação de cepas 

naturalmente tolerantes pode garantir a robustez probiótica durante o processamento, 

estocagem e trânsito pelo trato gastrointestinal (KULKARNI et al., 2018).  

 A sobrevivência de microrganismos probióticos a pHs ácidos é uma característica que 

garante os benefícios dos probióticos, uma vez que os microrganismos devem chegar ao 

intestino com uma concentração de células viáveis mínimas de 106 UFC/ml para atuar como 

um probiótico no trato gastrointestinal e exercer seu efeito benéfico no organismo do 

hospedeiro, além de que a bactéria deve ser capaz de sobreviver às condições ácidas do 

estômago e resistir aos ácidos biliares presentes no intestino delgado (KULKARNI et al., 2018). 

Condição que foi observada nesse estudo, visto que todas os isolados selecionados resistiram 

por até 3 horas ao pH 3, em taxas de sobrevivência acima de 60% (106 UFC/ml).  

 Segundo Talib et al. (2019) o pH mais baixo encontrado no estômago humano é em 

torno de pH 1,5, que normalmente ocorre quando uma pessoa está em jejum. Os autores ainda 

citam que boas cepas de probióticos devem ser capazes de se desenvolverem em condições de 

crescimento de pelo menos pH 3, considerando a influência da capacidade de tamponamento 

com matrizes alimentares. Outro fator importante seria a análise do tempo de permanência de 

no mínimo 3 horas, pois, este é o tempo necessário para simular o tempo em que o alimento 

permanece no estômago antes de ser digerido (TALIB et al., 2019).   

 As variações observadas nas taxas de sobrevivência em todos os pHs (5, 3 e 2) podem 

ser devidas às habilidades de adaptação variáveis de cada isolado ao ácido no momento de sua 

presença no caldo MRS. Esses dados foram muito semelhantes aos do estudo realizado por 
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Tokatlı et al. (2015), onde descobriram que diferentes cepas de Lactobacillus sp. isolados de 

picles tiveram taxas de sobrevivência variáveis em condições ácidas, que foram devidas à 

adaptação de cada cepa, já que estas possuem metabolismos específicos. 

  Um estudo realizado por Kim et al. (1999), também evidenciou que todas as células de 

L. lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. lactis, espécies de bactérias ácido-láticas, perderam 

sua viabilidade em um valor de pH 2. E Meira (2011) observou que as bactérias ácido-láticas 

quando expostas a diferentes condições ácidas não tiveram diferenças significativas de 

crescimento em pH 4, todavia, em pH 2 observou que a contagem bacteriana esteve abaixo do 

limite de detecção, o que corrobora com os resultados encontrados no presente estudo.  

 Embora os isolados tenham sido incapazes de tolerar a acidez do pH 2, esses ainda 

podem ser explorados como possíveis probióticos. Pois algumas técnicas, como a 

microencapsulação e até mesmo o consumo destas cepas juntamente com formulações 

alimentares, podem permitir uma condição mais estável de resistência às condições mais ácidas 

estomacais por um maior tempo de viabilidade (ZARATE et al., 2000).  

5.2.4. Teste de resistência aos sais biliares 

 Nesse experimento, os 4 microrganismos (20, 36, 57 e 61) aplicados no teste anterior, 

foram analisados quanto a resistência a presença dos sais de bile a aproximadamente 0,3% 

(SHUKLA et al., 2014). Assim, os resultados mostraram que todos os isolados (20, 36, 57 e 61) 

resistiram a essa condição de crescimento e mantiveram sua taxa de sobrevivência acima de 

90% (concentração celular de 106 UFC/ml) durante as 6 horas de inoculação, conforme mostra 

a Figura 4. 
Figura 3 - Resultados obtidos da taxa de sobrevivência dos isolados 20, 36, 57 e 61, previamente 

selecionados, aos sais biliares a 0,3%. 

  
*As barras são referentes as médias de três repetições e os marcadores acima das barras representam o desvio 
padrão das médias obtidas.  
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Outro desafio enfrentado por bactérias probióticas é a resistência a presença dos sais 

biliares no intestino, onde estas deverão possuir mecanismos de defesa específicos para conter 

esse estresse e colonizar com sucesso esse órgão (SANCHEZ et al., 2012).  Microrganismos 

probióticos devem ser capazes de suportar a concentração de sais biliares presentes no intestino 

(ZIELINSKA et al., 2015). Assim, a capacidade das cepas de sobreviverem aos sais biliares 

ajuda na colonização e na atividade metabólica das bactérias no intestino delgado do hospedeiro 

(NAWAZ et al., 2017).  

A concentração de sais biliares em humanos varia entre 0,3% e 0,5%, mas alguns 

estudos sugeriram que a concentração varia dependendo da composição da dieta e da secreção 

de enzimas pancreáticas e, em geral, o efeito dos sais biliares sobre bactérias ácido-láticas é 

variável (RODA et al., 1978; ARCHER; HALAMI, 2015).   

A inibição de crescimento em concentrações de sais biliares entre 0,3% e 0,6% foi 

relatada em cepas de L. delbrueckii, L. paracasei, L. pentosus e L. rhamnosus, espécies de 

bactérias ácido-láticas, por Guglielmotti et al., (2007) e Todorov et al., (2012). No entanto, altos 

níveis de resistência aos sais biliares foi relatado em outras cepas de bactérias ácido-láticas, 

como L. plantarum, L. acidophilus, L. salivarius e L. curvatus, aos quais foram capazes de 

resistir a uma concentração entre 1,0 e 3,0g/100 ml de sais biliares (TODOROV et al., 2012; 

SHUKLA et al., 2014). A variabilidade de suscetibilidade a sais biliares de bactérias ácido-

láticas isoladas de diferentes origens também foi observada por Chateau et al. (1994). 

 De acordo com Coeuret et al. (2004) aproximadamente 40% de bactérias ácido-láticas 

isoladas de leite cru resistiram a 0,3% de sais biliares após três horas de incubação. Vinderola 

et al. (2008) também avaliaram 19 amostras de bactérias ácido-láticas isoladas do trato 

gastrointestinal humano, sendo que todas as amostras foram resistentes ou pouco inibidas aos 

sais biliares.  

 Logo, além de tolerar o pH ácido do estômago, bactérias com características probióticas 

têm como desafio os sais biliares. A resistência a esses sais constitui uma importante 

característica fisiológica, uma vez que todas as cepas devem estar viáveis ao alcançarem o 

intestino delgado (SANCHEZ et al., 2012). Neste teste de tolerância aos sais biliares, os 

resultados mostraram que todas as bactérias isoladas de frutos do bacupari (20, 36, 57 e 61) 

foram tolerantes a 0,3% de concentração de sais biliares por 6 horas a uma concentração celular 

acima de 90% (106 UFC/ml) e devido a essas características foram selecionadas para os testes 

posteriores. 
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5.2.5. Análise de suscetibilidade a antibióticos 

 Desta maneira, os 4 isolados (20, 36, 57 e 61) foram experimentados quanto a 

suscetibilidade de crescimento frente a diversos antibióticos. Com relação ao antibiótico 

vancomicina, todos os isolados (20, 36, 57 e 61) mostraram resistência ao antimicrobiano. 

Contudo, quanto ao antibiótico kanamicina, apenas o microrganismo 36 demonstrou ser 

moderadamente sensível, enquanto os demais (20, 57 e 61) demonstraram ser resistentes. Frente 

ao antibiótico gentamicina, todos os isolados (20, 36, 57 e 61) também demonstraram 

resistência. Em relação a ampicilina, o microrganismo 36 se demonstrou moderadamente 

sensível e o 57 demonstrou ser sensível, enquanto os isolados 20 e 61 foram resistentes. O 

antibiótico clindamicina foi inibitório apenas para o isolado 57 (que mostrou sensibilidade), no 

entanto, os demais (20, 36 e 61) foram resistentes ao fármaco. Por fim, com relação ao 

antibiótico cloranfenicol, todos os isolados (20, 36, 57 e 61) demonstraram resistência. Os 

resultados dessa análise podem ser observados na Tabela 4.  
 

Tabela 4 - Avaliação da suscetibilidade dos isolados de frutos do bacupari a antibióticos. 
 

Bactérias 
isoladas  

ANÁLISE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIBIÓTICOS 
VAN 
30µg/ 
disco 

KAN 
30µg/ 
disco 

GEN 
10µg/ 
disco 

ERI 
15µg/ 
disco 

AMP 
10µg/ 
disco 

CLI 
2µg/ 
disco 

CLO 
30µg/ 
disco 

20 R R R R R R R 
36 R MS R S MS R R 
57 R R R S S S R 
61 R R R R R R R 

*Os resultados são expressos como R (Resistente); MS (Moderadamente Sensível); e, S (Sensível).  
As siglas referem-se aos antibióticos, sendo; VAN: vancomicina, KAN: kanamicina, GEN: gentamicina, ERI: 
eritromicina, AMP: ampicilina, CLI: clindamicina e CLO: cloranfenicol.  
Resultados correspondentes às médias de três repetições. 
 
 Os resultados obtidos constataram que todos os isolados testados foram resistentes aos 

antibióticos vancomicina e cloranfenicol. A resistência de bactérias ácido-láticas, como as do 

gênero Lactobacillus, à vancomicina é uma característica comum, sendo associada a esse 

gênero; portanto pode ser indicativo de uma resistência intrínseca a esse antimicrobiano 

(ZHOU, 2005). 

 Os probióticos podem restaurar ou manter o equilíbrio da microbiota intestinal normal 

durante ou ao término de uma antibioticoterapia, e para isso, eles devem sobreviver a presença 

de substâncias antibióticas (TORRUCO et al., 2020). Desse modo, a resistência dos probióticos 

frente aos antibióticos é um critério essencial para sua detecção e seleção, desde que, eles não 
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representem uma ameaça pela transferência de genes de resistência a outras bactérias 

(NEETHU et al., 2014).   

 Os isolados 36 e 57 foram inibidos pelo antibiótico ampicilina, que tem seu mecanismo 

de ação na parede celular e na interrupção da síntese de proteínas. Por ser um antibiótico de 

amplo espectro, tem atividade contra bactérias Gram + e -, o que pode ter colaborado com o 

resultado obtido. Resultados semelhantes foram obtidos por Beyalti et al. (2007) e outros 

pesquisadores, aos quais concluíram que as bactérias ácido-láticas eram sensíveis contra os 

mesmos antibióticos utilizados neste estudo (TEMMERMAN et al., 2003; ARICI et al., 2004).  

Argyri et al. (2013) do mesmo modo, demostraram a presença de resistência de cepas 

de bactérias ácido-láticas, isoladas de azeitonas fermentadas frente ao antibiótico kanamicina. 

No mesmo estudo, cepas de Lactobacillus sp. apresentaram resistência à gentamicina, 

ampicilina e cloranfenicol. A resistência a kanamicina por Lactobacillus sp. foi observada 

também em um estudo feito por D'Aimmo et al. (2007).  

 Os resultados de outros estudos indicam que a resistência observada a antibióticos é 

intrínseca entre BALs, o que significa que existe a possibilidade mínima de transferência de 

genes resistentes para outras bactérias por transferência horizontal (ABRIOUEL et al., 2015; 

SHARMA et al., 2016).  

 A resistência aos antibióticos é intransferível entre espécies devido ao fato de que as 

espécies de Lactobacillus são intrinsecamente resistentes à vancomicina e gentamicina. Esse 

fato justifica a importância de se determinar previamente os padrões de resistência aos 

antimicrobianos antes de usar uma cepa de bactéria ácido-lática como probiótico (TALIB et al., 

2019). Por seguinte, os microrganismos 20 e 61 foram selecionados para as próximas etapas da 

pesquisa, por apresentarem a característica de serem resistentes a todos os antibióticos testados. 

E os isolados 36 e 57 foram descartados do estudo. 

5.3. Avaliação dos fatores de virulência dos isolados selecionados 

 Os isolados então selecionados (20 e 61) foram submetidos aos testes de análises de 

fatores de virulência, onde foi verificada a capacidade de produzirem as enzimas gelatinase, 

lipase, DNAse e avaliada a atividade hemolítica. Esses testes são necessários para garantir a 

segurança na aplicação das cepas e devem ser feitos até mesmo em bactérias reconhecidas como 

seguras (GRAS) (FAO/WHO, 2002). Os resultados destes testes podem ser visualizados na 

Tabela 5. 
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Tabela 5 - Classificação dos isolados 20 e 61 quanto aos fatores de virulência. 

MO Gelatinase Lipase DNAse Atividade 

Hemolítica 

20 - - - γ-hemólise 

61 - - - α-hemólise 

(-): resultado negativo, ausência do fator de virulência. 
Resultados correspondentes a três repetições. 

 

 Os resultados dos testes de gelatinase apontaram que as duas bactérias (20 e 61) foram 

gelatinase negativas. Essa análise tem como objetivo investigar se a cepa submetida ao teste 

tem a capacidade de hidrolisar caseína, gelatina, colágeno, hemoglobina e alguns outros 

peptídeos bioativos (WANG et al., 2011). Acredita-se que a principal função da gelatinase na 

patogênese seja o fornecimento de nutrientes para as bactérias a partir da degradação do tecido 

hospedeiro (FISCHER et al., 2009). Em 2015, Mahasneh et al., avaliaram algumas cepas de 

Lactobacillus sp. isoladas de produtos fermentados e verificaram que estas cepas, com potencial 

probiótico, não apresentavam atividade de gelatinase. Assim como Franco (2016) avaliou 

bactérias ácido-láticas isoladas de alguns alimentos regionais aos quais também apresentaram 

gelatinase negativa. Resultados estes que corroboram com o que foi observado no presente 

estudo. 

 Com relação ao teste de lipase, as duas bactérias (20 e 61) foram lipase negativas. Esse 

teste tem como intuito investigar a capacidade das cepas em degradar lipídeos, pois as lipases 

são enzimas que hidrolisam lipídeos de cadeia longa e as lipases presentes no metabolismo 

microbiano costumam hidrolisar gorduras, como por exemplo, gorduras presentes em leites. 

Esse fator é relatado como fator de virulência presente em cepas patogênicas, pela alteração 

excessiva e acúmulo dessa enzima no sangue (XIE et al., 2012). No estudo de Moraes et al. 

(2010) foi investigado a atividade lipolítica de bactérias ácido-láticas isoladas de derivados 

lácteos, onde chegaram ao resultado de que nenhuma das cepas submetidas ao teste foi lipolítica 

positiva, corroborando com o presente estudo. 

 Com relação ao teste de DNAse, as duas bactérias (20 e 61) foram DNAse negativas. O 

intuito deste teste seria investigar o fator de virulência capaz de degradar o ácido nucleico 

(DNA) (UECKER, 2018). Nos estudos de Almeida et al. (2015) e Luiz et al. (2015) onde eles 

isolaram bactérias ácido-láticas de leite de cabra, foi observado que as cepas eram DNAse 

negativa, resultado este que também corrobora com o presente estudo. 
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 Referente ao teste de atividade hemolítica, o isolado 61 demonstrou atividade α-

hemolítica, ou seja, apareceram zonas verdes em torno de suas colônias. Em contrapartida, o 

isolado 20 se demonstrou γ-hemolítico, ou seja, não foi produzido qualquer efeito sobre as 

placas de Ágar sangue, sendo considerada não hemolítica. O teste de atividade hemolítica teve 

como objetivo investigar a capacidade das cepas em ocasionar anemia e edema no indivíduo 

hospedeiro, visto que a produção de hemolisina é um fator de virulência por conta do consumo 

do ferro pelas bactérias patogênicas (VESTERLUND et al., 2007). Nos estudos de Baumgarter 

et al. (1998) e Maragkoudakis (2006), ao submeterem cepas de L. rhamnsus e Lactobacillus sp. 

ao teste de hemólise, estes constataram atividade α-hemolítica em sangue de carneiro e em 

sangue humano, respectivamente, resultados que corroboram com o que foi encontrado no 

isolado 61. 

 A presença das atividades de gelatinase, lipase, DNAse e hemólise em BAL com 

potencial probiótico não são desejáveis (FISHER; PHILLIPS, 2009). Os fatores de virulência, 

também conhecidos como fatores de patogenicidade, referem-se aos mecanismos observados 

em comuns entre vários microrganismos patogênicos. Segundo Schaechter et al. (1999), fator 

de patogenicidade é qualquer elemento do microrganismo que potencialize a sua capacidade 

em causar doenças no hospedeiro. 

 Esses testes são fundamentais para descartar a possibilidade de um microrganismo com 

potencial probiótico possuir a capacidade de virulência e ocasionar danos ao hospedeiro, dessa 

forma, garantindo uma segurança maior a saúde de quem os consome (FISHER; PHILLIPS, 

2009). Baseado nestes resultados, o isolado 61, por apresentar atividade α-hemolítica, foi 

descartado do estudo e o isolado 20 foi selecionado para a etapa de identificação molecular.  

5.4. Identificação molecular  

 O isolado 20 foi então submetido à amplificação do gene 16S rRNA e o resultado do 

sequenciamento do gene foi comparado as cepas depositadas no banco de dados BLAST do 

NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os resultados mostraram que o isolado exibiu > 

99% de homologia com a sequência depositada no banco de dados para a espécie de bactéria 

ácido-lática correspondente a Weissella jogaejeotgali. Os resultados da análise estão descritos 

na Tabela 6.  
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Tabela 6 - Resultado da identificação molecular do isolado 20. 

Isolado  Números de acesso -

Cepas tipo GenBank  

Número de 

adesão 

GenBank 

Similaridade 

(%) 

Principal 

resultado da 

pesquisa do 

BLAST (nome 

da espécie)  

20 NR145896.1 CP014332.1 99% Weissella 

jogaejeotgali 

cepa FOL01 

 

 A espécie de Weissella, W. jogaejeotgali FOL01, foi isolada inicialmente a partir de 

mariscos fermentados coreanos e é uma espécie de bactérias ácido-láticas (LEE et al., 2015). 

Ainda no estudo de Lee et al. (2015) foram realizadas análises do genoma desta espécie, onde 

foi apresentado seu potencial para uso na fermentação de alimentos e habilidades de resistência 

ao estresse osmótico para processamento em indústrias de alimentos. Além disso, previu-se que 

esta cepa tinha tolerância ao ácido e adesão à camada mucosa para sobrevivência e colonização 

no intestino.  

 Em um experimento subsequente foram comprovadas essas habilidades, sugerindo que 

W. jogaejeotgali pode ter potencial probiótico e uma alta taxa de sobrevivência durante a 

fermentação de alimentos (KU et al., 2017). Este resultado demonstra que, bactérias ácido-

láticas, podem ser encontradas em frutos amazônicos, como neste caso, de frutos do bacupari. 

No estudo de Moura (2015), bactérias ácido-láticas do gênero Weisella sp. foram isoladas 

através da fermentação espontânea de frutos do açaí. Trias et al. (2008) também isolaram cepas 

de Weissella sp. de frutas e vegetais frescos. 

 Portanto, nesse trabalho, foram descobertas cepas de W. jogaejeotgali, que já é uma 

espécie de bactéria ácido-lática reconhecida como probiótica, as quais foram obtidas a partir da 

fermentação espontânea do fruto amazônico bacupari, sendo que estas informações podem 

constituir uma importante ferramenta para o desenvolvimento de novos processos 

biotecnológicos aplicados à alimentos. A Weissella jogaejeotgali (20) foi então submetida a 

etapa de microencapsulação. 

5.5. Elaboração das microcápsulas probióticas 

 Para elaboração das microcápsulas probióticas, iniciou-se com a curva de crescimento 

da Weissella jogaejeotgali (20) com o objetivo de descobrir sua fase estacionária. 
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5.5.1. Curva de Crescimento 

 Os resultados durante a observação da curva de crescimento da Weissella jogaejeotgali 

(20), mostraram que, após 8 horas de incubação, a bactéria alcançou a fase estacionária de 

crescimento, atingindo a concentração celular de 106 UFC/mL. A curva de crescimento pode 

ser observada na Figura 5. 
Figura 4 - Curva de crescimento da Weissella jogaejeotgali. 

 
 

*Os pontos são referentes as médias de três repetições e os marcadores acima dos pontos representam o desvio 
padrão das médias obtidas.  

  

Alguns estudos comprovaram que a fase estacionária tem sido a que mais garante a 

sobrevivência dos microrganismos submetidos a microencapsulação por spray drying 

(CORCORAN et al., 2004; MORGAN et al., 2006; RANADHEERAA et al., 2015). Na fase 

estacionária tem-se o esgotamento de fontes de nutrientes disponíveis no meio, o que ocasiona 

respostas de estresse para permitir a sobrevivência da cultura bacteriana, dessa forma 

protegendo as células em condições adversas como a desidratação e altas temperaturas 

(MORGAN et al., 2006). Desse modo, sendo importante a realização de estudos que envolvam 

a análise da fase estacionária seguida da microencapsulação de bactérias ácido-láticas, obtidas 

a partir da fermentação espontânea de frutos Amazônicos, como é o caso do bacupari.  
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5.5.2. Obtenção das microcápsulas, eficiência da microencapsulação e viabilidade celular 

 Na Figura 6 são apresentadas as microcápsulas obtidas da Weissella jogaejeotgali (20), 

a partir do processo de secagem por spray drying, utilizando como agentes encapsulantes o leite 

desnatado em pó e a maltodextrina.  
Figura 6 - Microcápsulas obtidas pela técnica de Spray drying. 

 
Fonte: autores (2021). 

 No presente estudo optou-se pela utilização do leite desnatado em pó associado a 

maltodextrina, pois dentre estes agentes encapsulantes, o leite desnatado tem-se demonstrado 

um bom protetor da viabilidade celular durante a microencapsulação por spray drying e tem 

sido empregado em vários estudos (FU e CHEN, 2011; GARCÍA, 2011; SILVA et al., 2011; 

PAÉZ et al., 2012).  

 Já a maltodextrina foi escolhida por ser um carboidrato que não tem sabor, é de baixo 

custo e apresenta baixa higroscopicidade, além de ser um excelente contribuinte para matrizes 

alimentares, além de que, quando associada a proteínas gera-se uma maior eficiência de 

encapsulação (REINECCIUS, 2001). 

 A escolha dos agentes encapsulantes é de suma importância para a eficiência da 

encapsulação e estabilidade das microcápsulas. Diversos agentes encapsulantes já foram 

utilizados na microencapsulação de probióticos por spray drying, como amidos (O’RIORDAN 

et al., 2001; GODERSKA et al., 2008; YING et al., 2010), maltodextrina (LIAN et al., 2002; 

REDDY et al., 2009), gomas (CHAVÉZ et al., 2007; RODRÍGUEZ- HUERZO, 2007; ZHAO 

et al., 2007), gelatina (LIAN et al., 2003), proteínas do soro (PICOT e LACROIX, 2004; YING 

et al., 2010), e leite desnatado reconstituído (SIMPSON et al., 2005; GOLOWCZYC et al., 

2010; PAÉZ et al., 2012).   

 Com relação a eficiência da encapsulação (EM), esta foi de 65,77%, onde a 

concentração celular inicial (antes da encapsulação) era de 109 UFC/mL e após a encapsulação 
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ficou em 106 UFC/mL. Os resultados encontrados podem ser devido ao leite desnatado em pó 

ser capaz de prevenir a lesão celular por estabilizar a membrana da célula, uma vez que contém 

proteínas que formam um revestimento protetor para as células (SILVA et al., 2011). Além 

disso, segundo Carvalho et al. (2003) o leite desnatado favorece a sobrevivência das bactérias 

em baixa temperatura, estabilizando os constituintes da membrana celular e formando um 

revestimento protetor sobre as proteínas da parede celular. Esta estabilização pode estar 

diretamente relacionada a lactose e o cálcio presente no leite desnatado.   

 No estudo de Riveros et al. (2009), eles obtiveram uma EM de 80,5% ao 

microencapsularem L. acidophilus utilizando soro de leite. Maciel (2013) ao microencapsular 

L. acidophilus com soro de leite teve uma eficiência de 82,3% e ao usar leite desnatado a 

eficiência foi de 79,85%. Fritzen-Freire et al. (2013) ao encapsularem Bifidobacterium lactis 

com leite desnatado apresentou a eficiência de 71,72%.  

 A viabilidade da Weissella jogaejeotgali (20), microencapsulada, foi monitorada 

durante 60 dias de armazenamento, onde esta foi embalada à vácuo em sacos cromados e 

estocada sob temperatura de refrigeração. Vários estudos comprovam que o alimento deve 

conter no mínimo 106 a 107 UFC.g-1 ou mL-1 de células viáveis para que possa ser vendido como 

probiótico (BADARÓ et al., 2009; MADUREIRA, et al., 2011; RIBEIRO, 2011). Os valores 

da concentração celular da bactéria 20, monitorados durante os 60 dias, sob refrigeração, podem 

ser observados na Figura 7. 
Figura 7 - Viabilidade celular da Weissella jogaejeotgali (20), microencapsulada, durante o 

armazenamento. 

 
*Os pontos são referentes as médias de três repetições e os marcadores acima dos pontos representam o desvio 
padrão das médias obtidas.  
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 A partir da curva traçada pode-se observar que a contagem das células viáveis começou 

a reduzir a partir dos 21o dias de armazenamento, no entanto, esta ainda se manteve na 

concentração celular de 106 UFC/mL, durante todo o período de estocagem (60 dias), 

considerado o valor mínimo presente em um alimento para que possa desempenhar um efeito 

probiótico (REID et al., 2007). As células probióticas microencapsuladas apresentaram um 

percentual de sobrevivência de 100% no início da estocagem e 96,62% ao final da estocagem, 

tendo uma redução de apenas 3,38%, o que é positivo e demonstra o potencial de se 

microencapsular cepas de W. jogaejeotgali com os agentes encapsulantes leite desnatado em pó 

e maltodextrina. 

 Em um estudo realizado por Abe et al. (2009) foram identificadas concentrações 

celulares maiores que 107 UFC/mL para bifidobactérias ao final de 24 meses de estocagem, 

onde foi utilizada fórmula láctea em pó como agente encapsulante. No estudo de Schuck et al. 

(2013), foram observadas concentrações celulares superiores a 107 UFC/mL ao final de 3 anos 

para linhagens de Propionibacterium acidipropionici utilizando soro de leite em pó. Em 

contrapartida, Golowczyc et al. (2010) utilizando leite desnatado como agente encapsulante, 

identificou concentrações celulares menores que 106 UFC/mL ao final de 80 dias de 

armazenamento, para L. acidophilus, L. plantarum e Saccharomycopsis lipolytica. 

 No estudo de Simpson et al. (2005), onde eles avaliaram a viabilidade de 12 espécies de 

Bifidobacterium microencapsuladas por spray drying e utilizando o leite desnatado em pó como 

agente encapsulante, todas as amostras apresentaram uma concentração celular maior do que 

106 UFC/mL ao final de 90 dias de armazenamento (sob a temperatura de 4oC). Os resultados 

do presente estudo corroboram com as pesquisas que afirmam que os microrganismos 

microencapsulados apresentam maior resistência, e consequentemente maior viabilidade, 

durante sua vida de prateleira (DING; SHAH, 2008; NUALKAEKUL et al., 2012; YING et al., 

2013). E apesar da análise do presente estudo ter sido de apenas 60 dias, essa viabilidade poderia 

ter sido analisada por períodos maiores, como demonstrado nos estudos supracitados. 

 O método de spray drying foi efetivo na formação de microcápsulas, utilizando leite 

desnatado e maltodextrina como agentes encapsulantes, proporcionando resistência e 

viabilidade durante a vida útil avaliada. Vale ressaltar que tanto o leite em pó desnatado quanto 

a maltodextrina são matérias-primas de baixo custo e são interessantes para a 

microencapsulação de culturas probióticas, além de serem susceptíveis ao armazenamento em 

temperatura de refrigeração, sem que haja redução na viabilidade dos microrganismos 

microencapsulados. Sob o ponto de vista industrial, as bactérias com potencial probiótico ao 

serem microencapsuladas podem ser aplicadas em diversas matrizes alimentares, pois essa 
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técnica garante a manutenção das características da cultura ativa e estabilidade durante a 

estocagem (ANAL; SINGH, 2007). 

 Diante do exposto, observa-se que os probióticos, além de conferirem inúmeros 

benefícios a saúde de quem os consome, apresentam estudos com resultados distintos, por conta 

das diferentes cepas utilizadas nos experimentos e das características inerentes a cada uma das 

espécies. O que torna cada vez mais importante estudos que isolem novas cepas, que analisem 

o potencial probiótico e que observem os possíveis efeitos destes microrganismos em seus 

hospedeiros. Dessa maneira, pode-se estabelecer o importante papel dos probióticos, que além 

de diminuir os riscos de uma série de doenças ainda auxiliam na manutenção da saúde do ser 

humano (OLIVEIRA et al., 2017). 
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6. CONCLUSÕES 

 O fruto amazônico bacupari demonstrou uma considerável diversidade na microbiota, 

apresentando potencial para o isolamento de bactérias ácido-láticas a partir da fermentação 

espontânea do fruto. Após a realização dos testes in vitro de resistência a temperatura de 37ºC; 

antagonismo contra bactérias patogênicas; tolerância a diferentes valores de pH; resistência aos 

sais biliares; resistência a antibióticos; e, testes de virulência, foi possível obter cepas com 

potencial probiótico, sendo identificadas molecularmente como Weissella jogaejeotgali, aos 

quais se mantiveram viáveis após terem sidas microencapsuladas, em temperatura de 

refrigeração pelos 60 dias monitorados. Como indicação para trabalhos futuros, sugere-se o 

monitoramento das microcápsulas de Weissella jogaejeotgali por um tempo maior, assim como 

maiores estudos referentes a utilização desta espécie como probiótico em matrizes alimentares. 
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