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1. INTRODUCAO

As bactérias acido-laticas (BAL) desempenham uma importante funcdo em
varios processos biolégicos e industriais e sdo caracterizadas como anaerdbias
facultativas, catalase negativa e Gram-positivas (LEVIT et al., 2021). Séo
amplamente aplicadas na producdo de alimentos fermentados, gerando
principalmente acido latico, produto importante para o sabor, textura e conservagao
de alimentos. Ainda, sdo capazes de proporcionar beneficios a saide, em especial
por equilibrar a microbiota intestinal, em virtude de suas propriedades probidticas
(JEONG et al., 2015).

Muitos alimentos fermentados s&o resultantes da fermentacdo do leite,
denominados leites fermentados, como iogurte e kefir. Nos graos de kefir estdo
presentes mais de 40 espécies complexas de bactérias acido-laticas, acéticas e
leveduras (MARSHALL, 1993), ou seja, constituidos por leveduras fermentadoras
de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus e S. cerevisae e S. exiguus), Lacticaseibacillus casei,
Bifidobacterium sp. e Streptococcus thermophilus (BRASIL, 2007) e outras
espécies de bactérias dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter.
Através dos graos de kefir obtém-se uma bebida fermentada acida e pouco
alcoolica, denominada kefir (GUZEL-SEYDIM et al., 2011).

Diante do exposto, os graos de kefir apresentam-se como uma matriz
alimenticia importante para explorar novas espécies de BAL que possam contribuir
para a industria alimenticia com caracteristicas metabdlicas diferenciadas, uma vez
gue a capacidade lipolitica, proteolitica e producdo de compostos bioativos sdo
cepa-dependente (FREIRE et al., 2021).

As BAL séao consideradas GRAS (Generally Recognized As Safe), ou seja,
seguras para incorporacdo em alimentos para consumo humano (Food and Drug
Administration-FDA; European Food Safety Authority-EFSA) (GAISER et al., 2011,
ZHANG et. al., 2013), no entanto, realizar testes de seguranca que avaliam a
presenca de fatores de viruléncia séo essenciais, pois indicam se um isolado possui
perfil patogénico com caracteristicas que possam ser transmitidas por plasmideos
(DNA extra cromossomal) (GAISER et al., 2011; VESTERLUND et al., 2007).
Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a seguranca microbioldgica
de isolados de bactérias acido-laticas provenientes de kefir.

2. METODOLOGIA
O isolamento de bactérias acido-laticas seguiu a metodologia proposta por
VITOLA et al. (2018), com modificagdes. Foram utilizadas amostras dos gréaos (KG)
e da bebida fermentada (KB). Para tornar o agar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe),
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mais seletivo foi adicionado 0,02% de azida sédica, impedindo o crescimento de
leveduras (SOBRUN et al., 2012). Os isolados foram caracterizados em estudos
anteriores como Gram-positivos (diferenciacdo da parede celular e morfologia) e
catalase negativa (auséncia da enzima catalase).

Os testes de seguranca realizados foram DNAse, gelatinase e hemolisina.
Para o teste de DNAse, os isolados foram inoculados em placas com agar DNAse
e incubadas a 37 °C/24 h, apoOs esse periodo, foi adicionado HCI 1 N, para
interpretacdo dos resultados. Caracteriza-se como resultado positivo um halo
transparente ao redor das colonias, apos adicao de HCI (KATEETE et al., 2010).

Quanto ao teste de gelatinase, foi preparado em tubos um meio contendo 1%
de extrato de levedura, 1,5% de triptona e 12% de gelatina. Cada isolado foi
inoculado em picada no meio de cultura e os tubos foram incubados a 30 °C/7 dias.
Apos, os tubos foram refrigerados por 30 min e em seguida os resultados foram
analisados. Caracteriza-se como resultado negativo quando ndo ha solidificagdo do
meio, apos refrigeracdo (PEREIRA et al., 2009).

No teste de atividade hemolitica, os indculos foram estriados em meio TSA
(agar Tripticase Soja), suplementado com 7% de sangue equino desfibrinado e, as
placas foram incubadas a 37 °C/24 h. O resultado positivo para presenca de
hemolisinas foi identificado como B-hemoalise: lise total, com presenca de zonas
transparentes, a-hemolise: lise parcial formando zonas verdes no entorno das
colénias dos isolados ou y-hemdlise: auséncia de hemolisina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram selecionados 16 isolados de BAL para a avaliacdo da seguranca
microbiolégica, procedentes de kefir. Os resultados dos testes de seguranca
microbioldgica realizados, estdo dispostos na Tabela 1.
Tabela 1. Resultados obtidos da avaliacdo dos parametros de seguranca
microbioldgica de isolados de bactérias acido-laticas provenientes de kefir.

Isolados Morfologia DNAse Gelatinase Atividade
hemolitica
KB61A Cocos - - a-hemdlise
KB61 Cocos - - a-hemolise
KB62A Cocos - - y-hemdlise
KB63A Cocos - - y-hemdlise
KB63 Cocos - - y-hemolise
KB64A Cocos - - a-hemalise
KB64 Cocos - - y-hemoalise
KB65 Cocos - - y-hemdlise
KB66A Cocos - - a-hemolise
KB66 Cocos - - a-hemalise
KG62A Cocos - - a-hemolise
KG62 Cocos - - a-hemalise
KG63A Cocos - - y-hemoalise
KG64A Cocos - - y-hemdlise
KG64 Cocos - - a-hemolise
KG65A Cocos - - y-hemdlise

(-) auséncia atividade da enzima; (a — alfa e y — gama hemolise) atividade hemolitica.

Todos os isolados (16) mostraram resultados negativos para o teste de
DNAse, sendo assim nao produzem a enzima extracelular DNAse. Este teste tem
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0 objetivo de detectar a presenca da enzima DNAse (desoxirribonuclease) que
degrada acidos nucléicos (BARBOSA et al., 2010).

No teste de gelatinase, tém-se o objetivo de identificar quais isolados
expressam a enzima gelatinase que hidrolisa gelatina, colageno e outras proteinas
(SILVA et al., 1997). O resultado apontou auséncia de atividade da enzima para 0s
16 isolados, portanto nenhum isolado é produtor de gelatinase.

Em estudo de LIMA et al. (2022) com 73 cepas de BAL isoladas de 10 queijos,
nenhuma cepa apresentou atividade para DNAse e gelatinase, concordando com
os dados do presente estudo. No entanto, teve diferenca na atividade hemolitica
pois 7 cepas mostraram a-hemolise, 2 apresentaram B-hemolise e 64 y-hemdlise,
enguanto no nosso estudo nao foram obtidos casos de B-hemodlise.

Os resultados obtidos no estudo foram 50% (8) dos isolados capazes de fazer
ruptura parcial das heméacias (a- hemoélise) e 50% (8) sem a capacidade de ruptura
das heméacias, ou seja, auséncia de lise (y- hemalise). A atividade hemolitica avalia
a capacidade de um microrganismo de lisar hemacias do sangue (EATON;
GASSON, 2001). REUBEN et al. (2020), avaliaram 63 isolados de leite de vaca e
cabra, observaram que as amostras apresentaram caracteristicas morfolégicas
tipicas de BAL, e os testes de seguranca indicaram que as cepas selecionadas nao
apresentaram atividade hemolitica, sendo consideradas seguras para aplicacdo em
alimentos.

Também sera necessario avaliar os isolados de BAL, do presente estudo,
quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos de uso clinico, antes da aplicagdo na
producdo de alimentos.

4. CONCLUSOES
Conclui-se que os isolados de bactérias acido-laticas obtidos de kefir,
apresentam-se seguros quanto aos parametros de seguranca microbiologica
avaliados, tornando-os aptos para futura aplicacdo em alimentos.
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