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1. INTRODUGAO
As bactérias acido-laticas (BAL) fazem parte de um grupo de bactérias
muito importante para a industria de alimentos. S&o cocos ou bacilos
Gram-positivos, catalase negativos, ndo produzem esporos, s&o anaerébios
facultativos e produzem acido latico como produto final da fermentagdo de
carboidratos (LEVIT et al., 2020).

O isolamento e a caracterizagdo de novas espécies de BAL ainda pouco
investigados, se torna importante pois estas podem apresentar vantagens para
obtencdo de linhagens com caracteristicas tecnolégicas e funcionais
diferenciadas, consequentemente, com potencial para futura aplicacdo em
alimentos (ORTU et al. ,2007). Além disso, ainda que a maioria das BAL sejam
consideradas GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), é necessario que
seja avaliada a seguranga microbiolégica dos isolados antes de sua utilizagao
(ANVISA, 2021).

Os testes de seguranca baseiam-se na avaliagao de fatores de viruléncia
que indicam se o isolado possui um perfil patogénico, o que seria indesejavel
quando da aplicagdo em alimentos (VESTERLUND et al., 2007). EATON;
GASSON (2001), relataram que, dentre os fatores que determinam a viruléncia de
bactérias, podemos observar a resisténcia a determinados antimicrobianos e a
presenca de enzimas extracelulares como DNase, gelatinase, termonuclease e
hemolisina.

Em muitas fontes € possivel encontrar BAL autoctones, principalmente,
matrizes alimentares in natura (PISANO et al., 2014). O leite de cabra in natura,
pode ser uma importante fonte de BAL, pois possuem em composicao
macronutrientes como proteinas, carboidratos, gorduras e minerais
(RAYNAL-LJUTOVAC et al.,, 2008), que favorecem a multiplicagdo de
microrganismos.

Portanto, o objetivo do estudo foi selecionar espécies de BAL, procedentes
de leite de cabra in natura, com auséncia de fatores de viruléncia, a fim de
possibilitar a utilizacdo desses isolados na producio de alimentos.

2. METODOLOGIA
Para o isolamento de BAL provenientes de leite de cabra in natura,
inicialmente, realizou-se uma selegdo aleatéria das colbnias crescidas em agar
MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) com subsequentes etapas de isolamento e
purificacdo dos microrganismos. Apoés, foi feita coloragdo de Gram e teste da
enzima catalase. Todos os isolados com caracteristicas Gram-positiva e catalase
negativa, foram submetidos aos testes de seguranga microbiologica.
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Os isolados selecionados foram, previamente, ativados em caldo MRS a 37
°C por 24 horas. Para o teste da enzima DNAse, os isolados foram inoculados em
agar DNAse e posterior incubagado a 37 °C/24 horas. Como controle positivo foi
utilizado S. aureus ATCC 25923 e controle negativo L. sakei subsp. sakei ATCC
15521. A leitura dos resultados foi realizada através da adicdo de solugcdo de
acido cloridrico (HCI) 1 N nas placas, a formacédo de zonas transparentes em
torno dos isolados foi interpretado como resultado positivo para producado de
DNAse (KATEETE et al., 2010).

O teste de gelatinase foi determinado em meio de gelatina, preparado com
1% de extrato de levedura, 1,5% de triptona e 12% de gelatina. Os isolados
ativados anteriormente, foram transferidos para tubos contendo o meio de cultura,
incubados a 30 °C por sete dias e apds, foram mantidos por 30 minutos, em
refrigeragdo. Como controle positivo utilizou-se S. aureus ATCC 25923 e negativo
E. coli ATCC 8739. Para leitura dos resultados, foi observado o estado fisico do
meio, sendo considerados como resultados positivos, os tubos que apds a
refrigeragdo permaneceram no estado liquido, confirmando a presenca da enzima
gelatinase (PEREIRA et al., 2009).

Por fim, o teste de atividade hemolitica foi determinado de acordo com
EATON; GASSON (2001). Os isolados foram previamente ativados em meio TSA
(Agar Tripticase Soja), suplementado com 7% de sangue equino desfibrinado e,
as placas foram incubadas a 37 °C/24 horas. Como controle positivo foi utilizada
L. monocytogenes ATCC 7644. A reacgao positiva para presenca de hemolisinas
foi identificada como B-hemolise, com a ocorréncia de lise total dos eritrocitos,
através do aparecimento de zonas transparentes, a-hemolise, quando ha lise
parcial dos eritrocitos formando zonas verdes ao redor das coldnias dos isolados
ou y-hemodlise, reagao negativa indicando auséncia de hemolisina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram selecionados do leite de cabra in natura, 21 isolados e destes
apenas quatro (1, 2, 14 e 21) foram caracterizados como Gram-positivos e
catalase negativos, os quais foram submetidos aos testes enzimaticos de
seguranga microbioldgica (Tabela 1).
Tabela 1. Resultados dos testes de seguranga microbiolégica dos isolados de
BAL procedentes de leite de cabra in natura
Isolado DNAse Gelatinase Hemolisina
1 - - -
2 - - -
14 - - -
21 - - -
(-) auséncia da atividade da enzima

Ao avaliar a presenga da enzima DNAse, responsavel por degradar acidos
nucleicos (DNA), todos os isolados apresentaram resultados negativos (Tabela 1
e Figura 1). A DNAse € uma enzima que permite a infec¢gao do hospedeiro por ser
capaz de degradar o DNA. Geralmente, esse fator de viruléncia ndo € observado
com muita frequéncia em amostras oriundas de alimentos, quando comparados
com amostras clinicas (BARBOSA et al., 2010).
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Figura 1. Resultado do teste de enzima, DNAse, resultado positivo (A), resultado
negativo (B)

Quanto ao teste de gelatinase, os quatro isolados também apresentaram
auséncia da enzima testada (Tabela 1 e Figura 2). A enzima gelatinase, hidrolisa
gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros peptideos bioativos. FRANCO
(2016), avaliou oito isolados de BAL de alimentos, e estes ndo apresentaram
atividade da enzima gelatinase, assim como MAHASNEH et al. (2015), que
analisaram 17 isolados de Lactobacillus spp. com potencial probidtico
provenientes de produtos fermentados e observaram que estes ndo apresentaram
atividade da gelatinase, dados que corroboram com o presente estudo.

Figura 2. Resultado do teste de enzima gelatinase positivo para atividade da
enzima gelatinase (A) e negativo para atividade da enzima gelatinase (B)

A anadlise da atividade hemolitica, permite identificar a presenca ou
auséncia de enzimas capazes de causar a lise dos eritrocitos no sangue humano.
No presente estudo (Tabela 1), os quatro isolados apresentaram resultado
negativo para a atividade hemolitica, ou seja, as bactérias analisadas, nao
apresentaram nenhuma alteragdo de coloragdo ao redor das coldnias,
caracterizando a auséncia de atividade de hemolisinas, 0 que representa uma
caracteristica importante, a falta de capacidade dos isolados de lisar eritrocitos
humanos e animais (BARBOSA et al., 2010), caracterizando-os como nao
hemoliticos.

4. CONCLUSOES
Por meio dos resultados obtidos conclui-se que, quatro isolados com
auséncia de fatores de viruléncia demonstram seguranga microbiolégica quanto
aos testes avaliados, sendo considerados possiveis candidatos para futura
utilizacdo como culturas iniciadoras em alimentos. Porém, demais testes precisam
ser realizados para esses isolados, como testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos.
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