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DIVERSIDADE FENOTIPICA DE BACTERIAS PRESENTES EM FRUTOS DE MORANGO
(Fragaria ananasa) ORGANICO
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar bactérias de frutos de morango (Fragaria
ananasa) organico. A populacio bacteriana (UFC g) de aerébios mesdfilos, enterobactérias, bactérias
do 4cido latico e bactérias do 4cido acético foram realizadas em meio dgar nutriente (AN), eosina azul
de metileno (EMB), De Man Rogosa Sharpe (MRS) e agar etanol carbonato de célcio (MYG),
respectivamente. Bactérias mesofilicas foi o grupo predominante, apresentando popula¢do em torno
7,9 x 10* UFC g'. A populagio de bactérias do 4cido latico e enterobactérias foram semelhantes,
apresentando populacio em torno de 1,14x10° UFC g’ e 1,17x10° UFC g, respectivamente. Nio
foram detectadas bactérias do 4cido acético em contagens com nivel de detecgio de 10 UFC g Um
total de 102 isolados foi selecionado para identificagdo com base em suas caracteristicas morfolégicas,
fisioldgicas e bioquimicas. Os isolados foram divididos em trés familias: Enterobacteriaceae (Gram-
negativo, motilidade-negativo, esporulagdo-negativo, oxidase-negativo e catalase-positivo),
Bacillaceae (Gram-positivo, catalase-positivo, motilidade-positivo, esporulagdo-positivo e oxidase-
negativo) e Lactobacillaceae (Gram-positivo catalase-negativo, motilidade-negativo, esporulacio-
negativa e oxidase-negativo). A comunidade bacteriana deteriorante associada ao morango cultivado
em sistema organico constituiu-se de bactérias Gram-negativas das espécies Klebsiella ozaenae,
Serratia liquefaciens e Hafnia alvei, que potencialmente podem ser prejudiciais ao consumidor; além
da espécie deterioradora Gram-positiva Lactobacillus coprophilus e bactérias formadoras de esporos
do género Bacillus.
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INTRODUCAO

Perdas durante o transporte e armazenagem de frutas sdo principalmente causadas por
desordens fisioldgicas ou microbioldgicas. Os principais microrganismos patogénicos e deteriorantes
provém do solo, dgua de irrigacdo, dgua utilizada para aplicar fungicidas e inseticidas, poeira, insetos e
manipulacdo humana (TERREZZAN et al., 2006). Para viabilizar a produgado de frutas, € necessario o
uso de muitos agroquimicos, fazendo com que esta cultura apresente-se com uma imagem
extremamente negativa perante o publico consumidor devido ao uso incorreto de agrotéxicos por parte
dos produtores. A agricultura orgénica apresenta-se como uma boa alternativa na producdo de
alimentos mais sauddveis.

O morango € uma importante cultura no Brasil, sendo os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo
os maiores produtores da América Latina (CORDENUNSI et al., 2002). O sistema de cultivo organico
do morango minimiza o impacto ambiental sem prejudicar a producio, garantindo a0 mesmo tempo a
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sustentabilidade do solo, da dgua e da biodiversidade, além de oferecer morangos sauddveis para o
consumidor (TERRAZZAN et al., 2006).

Acucares sdo os principais componentes soldveis em frutos de morango sadios, que
apresentam também alta umidade e acidez, e, portanto, sdo susceptiveis ao ataque de microrganismos
patogénicos e deteriorantes (CORDENUNSI et al., 2002). A qualidade microbioldgica no periodo de
pré-colheita do morango associado ao cultivo orginico é importante para que danos ndo sejam
agravados na pds-colheita. Assim, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar bactérias

associadas ao morango (Fragaria ananasa) cultivado em sistema orgénico.
MATERIAL E METODOS

Amostragem

Os frutos de morango orgadnico foram adquiridos no Setor de Holericultura (horta) da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras/MG. Os frutos foram coletados assepticamente seguindo
uma amostragem significativa, referente ao ndmero de canteiros cultivados no setor
Holericultura/UFLA. Os frutos foram transportados assepticamente para o Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Biologia da UFLA, onde foram selecionados de acordo com a
uniformidade de cor, tamanho e auséncia de injirias mecanicas e fisioldgicas. As andlises
microbioldgicas foram feitas com porcdes de 25g do morango, pesados assepticamente e
homogeneizados com 225 mL de dgua peptonada 0,1%. A homogeneizagdo foi feita em Stomacher®
(Seward, Reino Unido). Dilui¢cdes decimais apropriadas (10'1, 102, 107, 10* 10° e 10'6) foram
preparadas e aliquotas dessas dilui¢cdes foram transferidas para meios especificos para a determinagdo
de grupos microbiolégicos.

Contagem total de aerobios mesofilos, bactérias do acido latico, bactérias do acido acético e
enterobactérias

As contagens totais de aerdbios mesoéfilos, enterobactérias e bactérias do 4cido acético
foram realizadas pela técnica de espalhamento em superficie, inoculando-se uma aliquota de 0,1 mL
das diluicdes em dgar nutriente (AN), dgar eosina azul de metileno (EMB) e dgar etanol carbonato de
célcio MYGQ), respectivamente, ambos acrescidos de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis,
USA). As placas foram incubadas a 35°C para bactérias mesoéfilas e 37°C para enterobactérias.

A contagem padrdo de bactérias do 4cido latico foi realizada pela técnica de plaqueamento
em profundidade (pour plate), utilizando meio de cultura - MRS 4gar (De Man Rogosa Sharpe). As
placas foram incubadas a 28°C por 48 horas.

Apéds o periodo de incubagdo procedeu-se a contagem de células vidveis. As coldnias
crescidas nas placas foram classificadas de acordo com as caracteristicas e as estruturas morfoldgicas,
buscando caracterizar os diferentes morfotipos crescidos nos meios de cultivo. Foi realizada contagem
total dos morfotipos encontrados, identificando-se o tipo de meio cultivado, a amostra, a diluicdo e a
triplicata. A partir da contagem total, foi selecionada para o isolamento dos diferentes morfotipos, uma
placa de cada meio e diluicio cuja contagem se encontrasse entre 30 e 300 colonias.

Purificacio e caracterizaciao dos isolados

Ap6s o periodo de incubagdo das placas, os isolados foram purificados utilizando sucessivas
repicagens, através da técnica de estria composta em placa de Petri, para obtenc¢do das células puras e
coldnias isoladas. Para a certificacdo da pureza das bactérias, foram realizados testes pela técnica de

Coloracao Diferencial de Gram. As bactérias foram submetidas a realizagdo de testes especificos:
coloracdo de Gram, catalase, motilidade, esporulacdo e oxidase.

Identificacao de bactérias Gram-positivas

Através das instrucdes contidas no Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (HOLT
et al., 1994), bactérias Gram-positivas foram separados em grupos quanto as caracteristicas
semelhantes para identificacdo dos géneros. A identificacdo em nivel de espécie foi realizada por
provas bioquimicas através do Kit API 50 CHL (BioMerieux) (MAGALHAES et al., 2010).
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Identificacao de bactérias Gram-negativas

Para a identificacdo de bactérias Gram-negativa e oxidase-negativa foram utilizados os kits
Bactray I e II (Difco, USA) (MAGALHAES et al., 2010). A identificacdo das espécies foi realizada
pela soma dos resultados positivos, conforme o manual do fabricante (DIFCO), por meio da anélise de
um software.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comunidade microbiana

O morango apresenta elevada quantidade de dgua e nutrientes, assim, diferentes grupos de
microrganismos tornam-se preponderantes neste fruto; o crescimento de bactérias lacticas e leveduras
sdo favorecidos devido ao pH mais baixo nesta fruta (TORREZAN et al.,, 2000). A qualidade
microbioldgica no periodo de pré-colheita do morango associado ao cultivo orginico € importante
para que danos ndo sejam agravados na pés-colheita.

A populagio bacteriana (UFC g') presente em amostras de morango orgénico foi obtida
durante o periodo de pré-colheita (Tabela 1).

Tabela 1. Enumeracdo de bactérias isoladas em morango orginico no periodo de pré-colheita.

MEIOS
Dilui¢oes MRS AN EMB
¢ Placa Placa 1 fe/ Placa Placa 1 fe/ Placa Placa 1 fe/
A B 0gjo UIC/g A B 0gjo UIC/g A B 0g1o UIC/g
10" 181 102 3,06 >300 >300 * 105 130 3,07
10 <300 <300 * >300 >300 * <300 <300 -
107 ND ND * 70 89 4,9 <300 <300 -
10 ND ND * <300 <300 =* ND ND -
107 ND ND * ND ND * ND ND =%

< (menor), > (maior), ND = ndo detectado.

Bactérias mesofilicas foi o grupo predominante, apresentando populacdo em torno de
7,9x10* UFC g'. Frutas cultivadas e colhidas em temperatura ambiente nos paises de clima quente,
como o Brasil, sdo comuns a predominincia de bactérias mesofilicas. A populacdo de bactérias do
4cido latico e enterobactérias foram semelhantes, apresentando populacio em torno de 1,14x10° UFC
g' e 1,17x10° UFC g, respectivamente. Ndo foram detectadas bactérias do 4cido acético em
contagens com nivel de deteccdo de 10 UFC g'. O crescimento de bactérias do 4cido lictico foi
favorecido pela alta concentragdo de aguicares e pH mais dcido do morango (~3,5).

Entre as bactérias Gram-negativas, enterobacteridceas e pseudomondceas, s3o as mais
frequentemente isoladas em vegetais. No presente estudo, oito diferentes morfotipos foi identificado
como bactérias Gram-negativas e trés como bactérias Gram-positivas. Estudo bioquimico dos
diferentes morfotipos encontrados resultou na identificacdo de trés diferentes familias associadas ao
morango organico: Enterobacteriaceae (Gram-negativo, motilidade-negativo, esporulagdo-negativo,
oxidase-negativo e catalase-positivo), Bacillaceae (Gram-positivo, catalase-positivo, motilidade-
positivo, esporulacdo-positivo e oxidase-negativo) e Lactobacillaceae (Gram-positivo catalase-
negativo, motilidade-negativo, esporulacdo-negativa e oxidadse-negativo). A Tabela 2 mostra uma
lista dos géneros e espécies de bactérias identificadas.
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Tabela 2. Identificag@o de bactérias isoladas em morango organico e suas principais caracteristicas bioquimicas.

Bactéria
Morfotipo Coloragdo de Gram Reacdo de Catalase Teste de Motilidade Teste de Esporulagdo Teste de Oxidase Familia Género Espécie
I1.1 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
11.2 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
2.1 + + + + . Bacillaceae Bacillus Nao identificado
2.2 + + + + _ Bacillaceae Bacillus Nio identificado
13.1 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
13.2 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
4.1 + + + + _ Bacillaceae Bacillus Nio identificado
4.2 + + + + i Bacillaceae Bacillus ~ Nao identificado
15.1 - + - - - Enterobacteriaceae  Serraria . liquefaciens
15.2 - + - - - Enterobacteriaceae Serratia S. liquefaciens
EMI1.1 - + - - - Enterobacteriaceae  Kjepsiella K. ozoenae
EMI.2 - + - - - Enterobacteriaceae  Kjepsiella K. ozoenae
EM2.1 - + - _ _ Enterobacteriaceae Hafnia H. alvei
EM2.2 - + - - - Enterobacteriaceae Hafnia H. alvei
EM3.1 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
EM3.2 - + - - - Enterobacteriaceae  Klebsiella K. ozoenae
Mil.1 + - - - - Lactobacillaceae  Lactobacillus L. coprophilus
Mi1.2 + i . i i Lactobacillaceae  Lactococcus L. coprophilus
MI1.3 + i . i i Lactobacillaceae  Lactococcus L. coprophilus
M2.1 + _ i i i Lactobacillaceae  Lactobacillus L. coprophilus
M2.2 + i . i i Lactobacillaceae  Lactobacillus L. coprophilus
M2.3 + _ i i i Lactobacillaceae  Lactobacillus L. coprophilus
M2.4 + _ i i i Lactobacillaceae  Lactobacillus L. coprophilus
M3.1 + + + + _ Bacillaceae Bacillus Nio identificado
M3.2 n i i i _ Bacillaceae Bacillus Nio identificado
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Foi possivel identificar isolados pertencentes aos géneros Klebsiella, Hafnia, Serratia,
Bacillus e Lactobacillus. Os morfotipos EM1, EM3, I1, 12 foram identificados como Klebsiella
ozoenae (Tabela 3); esta espécie foi a mais frequentemente encontrada, com populacio estimada de
8,2x10%> UFCc g'1 em meio EMB e 1,95 x 10* UFCc g'1 em meio AN (Tabela 3).

Tabela 3. Enumeracdo das espécies de bactérias isoladas em morango organico.

MORFOTIPOS PLACAA PLACAB DILUICOES UFC g

BEM

EMB (C.T) EM1, EM2, EM3 105 130 10" 1,17 X 10°

K. ozoenae EM1, EM3 75 89 10 8,20 x 10?

H. alvei EM2 30 41 10 3,55 x 10°
NA

AN (C.T) 1,12,13,13, 14 70 89 107 7,9 X 10*

K. ozoenae I1,13 10 29 10° 1,95 x 10*

Bacillus sp 12, 14 40 51 107 4,55 x 10*

S. liquefaciens 15 20 09 107 1,45 x 10*
MRS

MRS (C.T) M1, M2, M3 181 102 107! 1,14 X 10°

L. coprophilus M1, M2 125 97 10" 1,11x 10°

Bacillus SP. M3 56 05 10! 3,05 x 10°

Os morfotipos IS e EM2 foram identificados como Serratia liquefaciens (populagdo
estimada de 1,45 x 10" UFCc g' em meio AN) e Hafnia alvei (populagio estimada de 3,55 x 107
UFCc g' em meio EMB), respectivamente (Tabela 3). Estas espécies apresentaram em forma de
bacilos imdveis e sdo frequentemente encontrados em trabalhos relacionados com aspectos clinicos.
Hafnia, Klebsiella e Serratia sdo bactérias oxidase-negativa, frequentemente encontradas no solo,
dgua, graos, frutas e vegetais.

Bactérias Gram-positivas ndo formadoras de esporos, pertencentes ao grupo de bactérias
laticas, apresentaram em dois diferentes morfotipos, M1 e M2 (Tabela 3). Estes isolados foram
identificados como Lactobacillus coprophilus, apresentando populacio estimada de 1,11x10°.
Lactobacillus coprophilus foi caracterizado pela utilizag@o de diferentes substratos, como D-arabinose,
L-arabinose, ribose, galactose, glucose, fructose, manose, mannitol, a-D-manosidio de metilo, N-
acetil-glucosamina, amigdalina, arbutina, esculina, salicina, celiobiose, maltose, sasarose, trealose,
gentiobiose. Bactérias do 4cido latico estio amplamente distribuidas na natureza (MAGALHAES et
al., 2010) e produzem como deterioracdo tipica, gds, limosidade e/ou liquido esbranquicado. As
bactérias do dcido ldtico de importancia como deteriorantes de alimentos sdo do género
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Paralactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus e Weissela (TORREZAN et al., 2000). Entretanto, o uso de bactérias do
dcido latico - como a espécie dominante Lactobacillus coprophilus encontrada neste estudo - pode ser
uma alternativa como bioprotetores do morango, porque elas estdo aptas a proliferar em substratos do
morango e controlar o desenvolvimento de patdgenos, além de microrganismos deteriorantes
(COELHO et al., 2003).

Os morfotipos 12, 14 e M3 foram identificados como membros do género Bacillus. H4 mais de
191 espécies e 4 subespécies descritas no género Bacillus, sendo a maioria dos bacilos sapréfitos e ndo
patogénicos para os animais. Entretanto, é conhecido que o grupo B. cereus - composto pelas espécies
B.thuringiensis, B. anthracis e B. cereus - sdo espécies patogénicas e comumente encontradas em solo,
planta e alimentos ndo processados.
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CONCLUSAO

A comunidade bacteriana associada ao morango cultivado em sistema organico constituiu-se
de bactérias Gram-negativas das espécies Klebsiella ozaenae, Serratia liquefaciens e Hafnia alvei, que
potencialmente podem ser prejudiciais ao consumidor; além da espécie deterioradora Gram-positiva
Lactobacillus coprophilus e bactérias formadoras de esporos do género Bacillus. Os resultados
informados neste estudo demonstraram que o ndmero relativo de bactérias deteriorantes associadas ao
morango organico foi notdvel e medidas de controle dos mesmos sdo necessdrias. Entretanto, estudos
futuros de identificacdo molecular destes isolados, bem como por técnicas moleculares independentes
de cultivo (andlise em eletroforese de gel de gradiente desnaturante (DGGE)), serdo realizados para
confirmagdo destes resultados.
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