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ABSTRACT:

LL* The present study aimed to evaluate the probiotic potential of yeasts isolated from the
spontaneous fermentation of jambolan fruit (Syzygium cumini), a tropical species widely

m distributed in Brazil and recognized for its pharmacological properties. The fruits were collected
in Palmas, Tocantins, and subjected to spontaneous fermentation under controlled conditions.
Yeasts were isolated on Sabouraud agar and characterized through macro- and
micromorphological analyses. The differentiation between Saccharomyces and non-
Saccharomyces yeasts was performed using a culture medium containing lysine. Subsequently,
the isolates were subjected to in vitro tests to evaluate tolerance to gastric acid, resistance to bile
salts, susceptibility to antifungal agents, and antagonistic activity against enteric pathogens. A
total of 124 yeasts were obtained, of which 5 were preliminarily classified as Saccharomyces and
119 as non-Saccharomyces. Among these, 44 showed viability under acidic pH conditions, and
12 isolates demonstrated resistance to bile salts and antifungal agents. Three isolates also
exhibited antagonistic activity against Shigella sonnei. The results indicate that yeasts isolated
from jambolan have potential for probiotic applications and represent a promising source of
microorganisms with biotechnological relevance.

KEYWORDS: Probiotics; Yeasts; Fermentation; Jambolan; Microbiology.

RESUMO:

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial probiodtico de leveduras isoladas da
fermentagdo espontdnea do fruto jamboldo (Syzygium cumini), espécie tropical amplamente
distribuida no Brasil e reconhecida por suas propriedades farmacologicas. Os frutos foram
coletados em Palmas-TO e submetidos a fermentagdo espontianea em condigdes controladas. As
leveduras foram isoladas em meio agar Sabouraud e caracterizadas por analises macro e
micromorfoldgicas. A diferenciacdo entre leveduras Saccharomyces e ndo Saccharomyces foi
realizada por meio de cultivo em meio contendo lisina. Posteriormente, os isolados foram
submetidos a testes in vitro para avaliar tolerancia ao acido gastrico, resisténcia a sais biliares,
suscetibilidade a antifingicos e atividade antagonista frente a patdgenos entéricos. Foram obtidas
124 leveduras, 5 foram classificadas preliminarmente como leveduras Saccharomyces € 119 ndo
Saccharomyces. Destas 44 apresentaram viabilidade em pH 4cido, 12 isolados demonstraram
resisténcia a sais biliares e antifingicos. Trés isolados também apresentaram atividade
antagonista contra Shigella sonnei. Os resultados encontrados indicam que as leveduras isoladas
do jamboldo apresentam potencial para aplicacdes probidticas e constituem uma fonte promissora
de microrganismos com relevancia biotecnologica.

PALAVRAS-CHAVE: Probidticos; Leveduras; Fermentacdo; Jamboldo; Microbiologia.

RESUMEN:

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial probidtico de levaduras aisladas de
la fermentacion espontanea del fruto jambolan (Syzygium cumini), una especie tropical
ampliamente distribuida en Brasil y reconocida por sus propiedades farmacoldgicas. Los frutos
fueron recolectados en Palmas, Tocantins, y sometidos a fermentacion espontanea en condiciones
controladas. Las levaduras fueron aisladas en agar Sabouraud y caracterizadas mediante analisis
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macro y micromorfolégicos. La diferenciacion entre levaduras Saccharomyces y no

LL* Saccharomyces se realizd mediante cultivo en un medio que contenia lisina. Posteriormente, los
aislados fueron sometidos a pruebas in vitro para evaluar la tolerancia al acido gastrico, la

m resistencia a sales biliares, la susceptibilidad a antifungicos y la actividad antagonista frente a
patogenos entéricos. Se obtuvieron 124 levaduras, de las cuales 5 fueron clasificadas
preliminarmente como Saccharomyces y 119 como no Saccharomyces. De estas, 44 mostraron
viabilidad en condiciones de pH acido y 12 aislados demostraron resistencia a sales biliares y
antifiingicos. Tres aislados también presentaron actividad antagonista contra Shigella sonnei. Los
resultados indican que las levaduras aisladas del jambolan presentan potencial para aplicaciones
probidticas y constituyen una fuente prometedora de microorganismos con relevancia
biotecnologica.

PALABRAS CLAVE: Probioticos; Levaduras; Fermentacion; Jamboldo; Microbiologia.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, favorecendo a exploragdo
biotecnologica de diversas espécies frutiferas tropicais. Entre essas espécies destaca-se o
Syzygium cumini, conhecido popularmente como jambolado, fruto amplamente distribuido em
regides tropicais e subtropicais e reconhecido por suas propriedades nutricionais e farmacoldgicas
(CHHIKARA et al., 2018).

Diversos estudos t€ém demonstrado que o jamboldo apresenta compostos bioativos com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e antidiabéticas, contribuindo
para sua crescente utilizagdo em aplicagOes alimentares e farmacéutica, frequentemente descritas
em praticas terapéuticas tradicionais (SRIVASTAVA e CHANDRA, 2013)

Embora o consumo de frutas seja amplamente difundido no Brasil, determinadas espécies
ainda permanecem pouco exploradas sob a perspectiva tecnoldgica. O jamboldo, por exemplo,
apresenta consideravel potencial de aplicacdo devido a sua composi¢do bioquimica e a sua
capacidade de atuar como substrato natural para o isolamento de microrganismos com
caracteristicas probioticas (PINHEIRO e HORNES, 2021; CHANG et al., 2018). Nesse contexto,
a biotecnologia tem se destacado como uma abordagem fundamental, permitindo a identificagdo
e selecdo de microrganismos com potencial probidtico promissor (CHANG et al., 2018).

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO; WHO, 2002). As
bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo historicamente as mais
empregadas como probidticos, sobretudo em razdo da eficacia amplamente documentada.

Contudo, as leveduras também vém ganhando destaque nesse campo, especialmente

Saccharomyces boulardii, que tem sido amplamente utilizada devido aos seus efeitos positivos

305



V.13,n.3, maio/2026-D01:10.20873/vol13n3pibic202523

na preven¢do e no manejo de distirbios gastrointestinais (AMORIM et al., 2018; HERINGER et
al., 2023).

A biotecnologia moderna tem ampliado significativamente a investigacdo e aplicagdo

SAFIOS

; m desses microrganismos no desenvolvimento de alimentos funcionais, suplementos nutricionais e

% Q estratégias terapéuticas voltadas a promocdo da saude (FURTADO et al., 2021). Nesse contexto,

- alimentos funcionais sdo caracterizados como aqueles que, além de atenderem as necessidades
nutricionais basicas, proporcionam efeitos fisiologicos benéficos especificos, auxiliando na
melhoria da qualidade de vida e na diminui¢do do risco de enfermidades (BASSAGANYA-
RIERA et al., 2020). Dentre as diferentes categorias desses produtos, destacam-se especialmente
os alimentos enriquecidos com probidticos, prebidticos e diversos compostos bioativos
(VILLAMIL et al., 2020).

Nesse contexto, o aproveitamento de frutos tropicais, como o jamboldo, surge como uma
alternativa promissora para o isolamento e¢ a caracterizagdo de novas cepas de leveduras com
potencial probiotico. A analise de microrganismos provenientes da fermentacao espontinea desse
fruto configura uma estratégia relevante, capaz de favorecer o avango das pesquisas em
biotecnologia e ampliar perspectivas para a promocao da satide humana (KODCHASEE et al.,

2023).

METODOLOGIA

Os frutos de jamboldo (Syzygium cumini) foram coletados no municipio de Palmas,
Tocantins, Brasil, a partir de uma tnica arvore localizada no campus da Universidade Federal do
Tocantins, em Palmas (coordenadas 10.17651° S, 48.36189° W). Os frutos foram, entao,
selecionados de acordo com o estagio de maturagdo e auséncia de danos fisicos.

Ap0s a coleta, foram higienizados e, conforme a metodologia de Ribeiro (2012), com
modificagdes, submetidos a fermentacao espontanea por 15 dias sob condigdes controladas de
temperatura. Durante o processo fermentativo, amostras foram coletadas em diferentes intervalos
de tempo (0, 3, 6,9, 12 e 15 dias) para isolamento de leveduras, sendo submetidas a dilui¢des
seriadas e plaqueamento em meio de cultura Sabouraud (OLIVEIRA et al., 2017).

Posteriormente, as colonias foram caracterizadas por meio de analises macro e
micromorfoldgicas, permitindo a observacdo de caracteristicas celulares tipicas de leveduras,
como formato oval e presen¢a de brotamento. A identificagdo preliminar entre leveduras
pertencentes ao género Saccharomyces ¢ ndo-Saccharomyces foi realizada por meio de cultivo
em meio contendo lisina como Unica fonte de nitrogénio, procedimento utilizado para distingdo

metabolica entre esses grupos (FERREIRA et al., 2018).
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Apos o isolamento ¢ identificacdo preliminar, as cepas selecionadas foram submetidas a
condi¢cdes simuladas do trato géstrico. Inicialmente, as leveduras foram inoculadas em caldo

BDA ajustado para pH 1,0 e 2,0 com HCI 1 M, sendo incubados a 35 °C sob agitagdo, em shaker

L T I a 150 Irpm, por até 120 minutos. Um controle negativo contendo apenas SOlu(}éO salina estéril foi
<
i

2]
>
w
[

submetido as mesmas condigdes. Aliquotas (0,1 mL) foram coletadas apds 1 ¢ 2 horas e
plaqueadas em meio BDA. As placas foram incubadas a 35 °C por até 48 horas, € o crescimento
das leveduras foi comparado visualmente ao controle negativo (COUTINHO et al., 2021;
AMORIM et al., 2018).

Os microrganismos que apresentaram resisténcia a diferentes niveis de pH foram
submetidos a testes de tolerancia a sais biliares, conforme a metodologia proposta por Sanchez-
Ortiz et al. (2015), com modificacdes. As leveduras foram inoculadas em caldo BDA
suplementado com 0,3% de sais biliares ¢ incubadas a 37 °C por 0, 2, 4 e 6 horas. Apds cada
periodo, aliquotas de 10 pL foram plaqueadas em agar BDA e incubadas a 37 °C por até 48 horas.
Posteriormente, o crescimento das colonias de leveduras foi avaliado visualmente.

Apos a confirmagao da resisténcia aos sais biliares, os isolados foram avaliados quanto a
susceptibilidade antifungica por meio do método de difusdo em poco, descrito por Augusco
(2022), com adaptacdes. Foram testados anfotericina B (0,07 pg/mL, 0,5 pg/mL e 2 pg/mL) e
fluconazol (4pg/mL, 64 pg/mL e 128 pg/mL). A nistatina (100.000 Ul/mL) foi utilizada como
controle positivo, enquanto o DMSO a 10% foi utilizado como controle negativo. As placas foram
incubadas a 37°C por até 48 horas e a resisténcia antifungica foi avaliada pela observacdo da
presenca de halos de inibigao ao redor dos pogos.

Os microrganismos que apresentaram baixa susceptibilidade aos antifungicos foram
avaliados quanto a atividade antagonista contra bactérias patogénicas por meio do ensaio de
difusdo em agar em dupla camada, seguindo a metodologia descrita por Silva et al. (2015) e
Coutinho et al. (2021), com adaptagdes. A atividade antagonista foi determinada pela presenga
de halos de inibigdo ou redugdo do crescimento dos patdgenos. As cepas indicadoras utilizadas
foram Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028), Escherichia
coli (CDC EDL 1284-ATCC 43893), Shigella sonnei (ATCC 11060) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25923).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de fermentacdo espontanea do fruto do jamboldo (Syzygium cumini),
foi possivel isolar um total de 124 leveduras. A analise macroscopica das colonias revelou

variagdes na coloragdo, textura e formato, caracteristicas frequentemente observadas em
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comunidades microbianas provenientes de fermentagdes naturais, com predomindncia de
colonias lisas (96%), mucoides (75,8%), brancas (67,7%), pequenas (34,7%), regulares (92,7%)

e planas (37,1%), como demonstrado na Figura 1.

ESAFIOS

Figura 1 - A analise das caracteristicas macromorfologicas das coldnias obtidas da fermentagdo

Q do jambolao.
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Fonte: Proprio autor, 2025
Ja a caracterizacdo micromorfoldgica evidenciou células predominantemente ovaladas

ou elipsoides, com presenca de brotamento, caracteristica tipica de leveduras, como demonstrado

na Figura 2. Entretanto, embora as caracteristicas fenotipicas fornecam informagdes relevantes
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sobre o comportamento das cepas analisadas, elas ndo sdo suficientes, por si s0, para garantir uma

identificacdo taxondmica precisa (SANTOS, 2025).

Figura 2 - Analise microscopica das leveduras resultantes da fermentagdo do jamboléo

Fonte: Proprio autor, 2025

Para a avaliagdo preliminar entre leveduras do género Saccharomyces e nao
Saccharomyces, os isolados foram cultivados em meio contendo lisina como tnica fonte de
nitrogénio. Como resultado, foram identificados cinco isolados pertencentes ao género
Saccharomyces e 119 classificados como leveduras ndo Saccharomyces.

Os resultados deste estudo estdo em concordancia com Guimardes et al. (2006), que, ao
analisarem 61 isolados de uvas cultivadas no Parand, identificaram 14 cepas do género
Saccharomyces e 47 ndo pertencentes a esse género. De maneira semelhante, Mandujano et al.
(2022) relataram o isolamento de 289 leveduras selvagens provenientes da producdo brasileira de
etanol, das quais 124 foram possivelmente classificadas como Saccharomyces, resultados
consonantes aos achados do presente estudo.

Posteriormente, os isolados foram submetidos a testes in vitro para avaliacdo de
tolerancia a condi¢des simuladas do trato gastrointestinal, etapa considerada fundamental na
selecdo de microrganismos com potencial probiotico (FAO; WHO, 2002). Entre os principais
parametros avaliados em microrganismos com potencial probidtico destacam-se a resisténcia a
passagem pelo trato gastrointestinal (incluindo tolerancia ao pH acido, enzimas digestivas e sais
biliares) a capacidade de adesdo e permanéncia no intestino, a atividade antagonista contra
patogenos, bem como a resisténcia a antifungicos (BEVILACQUA et al., 2009; SANTOS, 2023;
REIZEL, 2011; SILVA et al., 2015).

309



V.13,n.3, maio/2026-D01:10.20873/vol13n3pibic202523

Nos ensaios de tolerancia ao 4cido gastrico, realizados em condi¢des de pH 1 e pH 2, 44
isolados apresentaram viabilidade celular, demonstrando capacidade de sobrevivéncia em

condi¢des altamente acidas semelhantes as encontradas no estbmago humano. Essa caracteristica

SAFIOS

; m ¢ essencial para que microrganismos probiodticos possam atravessar o ambiente gastrico e alcangar

% Q o intestino em condigdes viaveis (MATILLA-SANDHOLM et al.,, 2003, HOLZAPFEL e
SCHILLINGER, 2002).

Entre os isolados avaliados, 12 apresentaram um crescimento celular satisfatorio mesmo

apos exposigdo prolongada as condi¢des acidas, sendo, por isso, denominados promissores. Os

resultados apresentados na Tabela 1 indicam que esses isolados possuem maior potencial para

aplicagdes probiodticas.

Tabela 1 - Resultados do teste de tolerancia ao acido estomacal (pH 1 e pH 2) em 1 hora e em 2

horas de experimento

Tempo de Fermentacio | Isolados Resistentes | Isolados Resistentes | Amostras

empH=1 em pH =2 Promissoras
T3 L3.20eL3.26 L3.18.2,L320eL3.26 |L3.20eL3.26
T6 Le6.1,L6.18, L6.20, L6.27 | L6.1,L6.3,L6.17,L6.18, | L6.1, L6.18, L6.20,
eL6.28.2 L6.20,L6.21, L6.26.1, L6.27 e L6.28.2
L6.27 e L6.28.2
T9 L9.17,19.23 e L9.25 L9.7,19.8,1.9.9,1.9.12, |L9.17eL9.23

L9.17,L9.18, L9.19,
L9.20,1L9.22,1.9.23,
L9.25,19.31 e L9.35

T12 L122,L1221eL1223 |L122,L12.7,L12.12, |12.2,12.21e L12.23
L12.14,L12.16, L12.17,
L12.18,L12.19, L12.21,
L1222 e L12.23

Fonte: Proprio autor, 2025.

Nos testes de resisténcia a sais biliares, todos os isolados previamente selecionados
apresentaram crescimento em meio contendo 0,3% de sais biliares, concentragdo semelhante a
encontrada no intestino humano. A tolerancia a sais biliares é considerada um importante critério

para selecdo de microrganismos probidticos, uma vez que a bile possui capacidade de danificar
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membranas celulares microbianas, impedindo a colonizagdo e sobrevivéncia das leveduras em
ambiente intestinal NAWAZ et al., 2017; SANTOS, 2023).

Os resultados do teste de resisténcia aos antimicrobianos demonstraram que todas as
leveduras ndo Saccharomyces foram resistentes, apresentando crescimento em diferentes
concentragdes de fluconazol e anfotericina B. De forma semelhante, as cinco leveduras do género
Saccharomyces também mostraram resisténcia a ambos os antifingicos. Esses achados indicam
que todas as amostras leveduriformes avaliadas apresentam resisténcia aos antimicrobianos
testados.

Resultados semelhantes foram descritos por Santos (2023), que observou 57 leveduras
isoladas de frutos amazdnicos com resisténcia a antifungicos. Esses dados corroboram os
resultados obtidos no presente estudo. Além disso, reforgam o potencial probidtico das leveduras
isoladas do jamboldo.

Nos ensaios de atividade antagonista contra bactérias patogénicas, alguns isolados
demonstraram capacidade de inibir o crescimento de Shigella sonnei, bactéria associada a
infecgdes gastrointestinais em humanos. Entre os isolados com maior atividade antagonista
destacaram-se os isolados L.3.20, L3.26 e L6.28.2, pertencentes ao género Saccharomyces, como
exemplificado na Figura 3. A capacidade de inibir patogenos intestinais ¢ considerada uma
propriedade funcional importante dos probiodticos, uma vez que esses microrganismos podem
contribuir para o equilibrio da microbiota intestinal e para a prevengdo de infec¢des

(CASTAGLIUOLO et al., 1999).

Figura 3 - A) Representag@o do halo de inibi¢ao da amostra L3.20 contra o patdogeno S. sonnei B)

Representagdo da auséncia de halo de inibigdo da amostra [.3.18.2 frente ao patogeno S. sonnei.

Fonte: proprio autor, 2025
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De maneira geral, os resultados obtidos neste estudo indicam que a fermentacdo
espontanea do fruto jambolao constitui um ambiente favoravel para o desenvolvimento de uma

microbiota diversificada de leveduras, incluindo microrganismos capazes de sobreviver em

SAFIOS

; m condi¢des simuladas do trato gastrointestinal e apresentar atividade antagonista contra patégenos

% Q entéricos. Esses achados corroboram estudos anteriores que apontam alimentos fermentados de

- origem vegetal como importantes fontes de microrganismos com potencial probiotico (DIOSMA
et al., 2013; AMORIM; PICCOLI; DUARTE, 2018).

Assim, os isolados selecionados neste estudo demonstram caracteristicas promissoras

para aplicagdes biotecnologicas e probidticas, sendo necessarios estudos adicionais, como

identificacdo molecular, teste de viruléncia e avaliagdo funcional in vivo, para confirmar seu

potencial terapéutico.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstram que a fermentacao espontanea do fruto de jambolao
representa um ambiente favoravel para o desenvolvimento de leveduras com potenciais
propriedades probidticas. Neste estudo, foram obtidos 12 isolados de leveduras, incluindo 5
pertencentes ao género Saccharomyces e 7 classificados como ndo-Saccharomyces, os quais
apresentam importantes caracteristicas preliminares associadas ao potencial probidtico.

Esses achados sugerem que a microbiota associada a frutos tropicais pode constituir uma

fonte promissora de microrganismos com potenciais aplicagcdes biotecnologicas e terapéuticas.
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