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1. INTRODUCAO

O kefir € uma bebida fermentada reconhecida por ser uma provavel fonte de
probidticos. Dentro do complexo grupo de microrganismos que a compdem, 0 maior
destaque € para o grupo de bactérias acido-laticas (BAL) (PLESSAS et al., 2020).
As BAL sdo Gram-positivas, catalase negativa, podendo apresentar-se na forma de
cocos ou bacilos, produzem metabdlitos importantes como acidos orgéanicos,
bacteriocinas e exopolissacarideos (LINARES et al., 2017).

As BAL sdo GRAS (Generally Recognized As Safe), o que possibilita a
utilizacdo das mesmas como culturas iniciadoras na fermentagcdo de diversos
produtos, e algumas espécies apresentam potencial probidtico. Apesar de serem
consideradas GRAS, é necessario que a seguranca microbioldgica destes isolados
seja garantida através da identificacdo de caracteristicas potencialmente
patogénicas (YOU et al., 2020; BRITO, 2021).

EATON E GASSON (2001) relataram que, dentre os fatores que determinam
a viruléncia de bactérias, estdo a resisténcia a determinados antimicrobianos de
uso clinico, provocando a disseminacédo de genes de resisténcia, e a presenca de
enzimas extracelulares como DNase, gelatinase e hemolisina, responsaveis por
causar doencas. Portanto, os testes de seguranca se tornam indispensaveis para
a area de alimentos, pois através deles, é possivel avaliar fatores de viruléncia que
indicam se um isolado de BAL possui caracteristicas de patogenicidade ou se pode
ser aplicado, de forma segura, no processamento de alimentos (SANTOS, 2023).

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a seguranca
microbiolégica de bactérias acido-laticas isoladas de kefir.

2. METODOLOGIA

Para o estudo foram utilizadas 5 amostras de kefir, provenientes da regido Sul
do Rio Grande do Sul. O isolamento foi realizado a partir dos graos de kefir e do
leite fermentado. Os isolados que apresentaram morfologia de cocos ou bacilos,
coloracdo Gram positiva e auséncia da enzima catalase, foram selecionados para
os testes. Para todos os testes realizados, os isolados foram previamente
reativados em caldo MRS e incubados a 37 °C/24 h.

Para determinacédo da producdo da enzima desoxirribonuclease (DNAse), 0s
isolados foram inoculados em estria em placas contendo agar DNAse e incubados
a 37 °C/24 h. A leitura dos resultados foi realizada apds a adicdo de solugdo de
acido cloridrico 1N. O resultado positivo (producdo da enzima) foi caracterizado
pelo aparecimento de zonas transparentes ao redor da colénia. Como controle
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positivo e negativo foram utilizadas as bactérias S. aureus ATCC 25923 e L. sakei
subsp. sakei ATCC 15521, respectivamente (KATEETE et al., 2010).

A avaliacdo da atividade da enzima gelatinase (GelE) foi realizada em um
meio de cultura especifico (1% de extrato de levedura, 1,5% de triptona e 12% de
gelatina), preparado em tubos de ensaio, nos quais os isolados foram inoculados
com o auxilio de uma agulha microbiolégica e, posteriormente, incubados a 30 °C/7
dias. Ao final deste periodo, os tubos foram mantidos sob refrigeracdo a 8 °C/30
min. O resultado positivo foi observado a partir da mudanca do estado fisico do
meio de cultivo, de sélido para liquido. E o resultado negativo foi caracterizado pela
permanéncia do meio em estado solido. Como controle positivo e negativo foram
utilizados S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 8739, respectivamente (PEREIRA
et al., 2009).

Para avaliacdo da presenca de hemolisinas, os isolados foram estriados em
placas contendo Agar Tripticase Soy (TSA) suplementado, previamente, com 7%
de sangue de equino desfibrinado. Como controle positivo, utilizou-se L.
monocytogenes ATCC 7644. ApoOs o periodo de 24 h de incubacédo a 37 °C, a
presenca de uma zona transparente ao redor da colbnia (B-hemdlise) foi
interpretada como lise total dos glébulos vermelhos. Zonas esverdeadas (a-
hemdlise) foram consideradas como hemodlise parcial e auséncia de zonas
transparentes e/ou esverdeadas (y-hemdlise) foram consideradas negativas para a
producéo de hemolisinas (EATON; GASSON, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 5 amostras de kefir foram subdivididas em dois grupos, gréos (24
isolados) e leite fermentado (22 isolados), conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos testes de seguranca microbiolégica de bactérias acido-
laticas provenientes dos graos de kefir e da bebida fermentada

) Atividade
N° total Gelatinase ”
Amostra de DNAse hemolitica
isolados negativa . ] |
Positiva | Negativa | « B Y

I |
Kefir 1 - Graos 4 4 - 4 3 - 1
Kefir 1 - Leite

fermentado 5 5 - 5 5 - -

I |
Kefir 2 - Graos 5 5 - 5 2 - 3
Kefir 2 - Leite

fermentado 6 6 - 6 4 - 2

I |
Kefir 3 - Graos 4 4 - 4 - - 4
Kefir 3 - Leite

fermentado 3 3 - 3 1 - 2

f |
Kefir 4 - Graos 5 4 1 3 1 - 4
Kefir 4 - Leite
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fermentado 6 6 - 6 - - 6
[ |
Kefir 5 - Graos 6 6 - 6 - 1 5
Kefir 5 - Leite
fermentado 2 2 - 2 - - 2

(-) Nenhum isolado apresentou o respectivo resultado

Os microrganismos que degradam o DNA do meio, produzem uma zona
transparente ao redor da area onde a semeadura do inéculo foi feita, pois 0 DNA
polimerizado precipita na presenga de HCI 1 N, criando um meio opaco. No
presente estudo, nenhum isolado degradou o DNA presente no meio, portanto,
foram considerados DNAse negativos. ALMEIDA JUNIOR (2015) realizou o teste
de DNAse em isolados de BAL provenientes de leite de cabra e obteve resultado
negativo para todos os isolados testados, o que corrobora com os resultados
obtidos neste estudo.

A enzima gelatinase hidrolisa gelatina, elastina, coldgeno, caseina,
hemoglobina e outros peptideos bioativos. LIMA; CARBONERA; HELBIG (2022)
avaliaram 73 isolados de BAL de queijo, e estes isolados ndo apresentaram
atividade da enzima gelatinase, o que esta em concordancia com os resultados
encontrados neste estudo, pois somente um isolado da amostra do “kefir 4”
proveniente de graos, apresentou resultado positivo.

O perfil y-hemolitico, caracterizado pela auséncia de hemdlise, foi constatado
em 17 (70,8%) dos 24 isolados provenientes de grdos e em 12 (54,5%) de 22
isolados de leite fermentado. J& o perfil a-hemolitico (lise parcial) foi observado em
6 (25%) de 24 isolados de grdos e em 10 (45,4%) de 22 isolados de leite
fermentado. Enquanto, que, apenas um isolado proveniente de gréos, apresentou
perfil B-hemolitico (lise total). Portanto, 97,8% dos isolados apresentaram reacao
negativa, caracterizando-os como seguros, pois a auséncia de hemolisinas
capazes de realizar a lise total de eritrocitos humanos e animais, é importante para
uma segura aplicacdo em alimentos (BARBOSA et al., 2010).

SANTOS (2023) relatou que, dos 84 isolados de soro-fermento de queijo,
apenas 5,95% dos isolados foram hemoliticos, 34,5% foram capazes de realizar a
lise parcial e 59,5% dos isolados ndo apresentaram reacao.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a grande maioria dos isolados de BAL provenientes de graos
de kefir (91,7%) e todos os isolados provenientes do leite fermentado (100%), nédo
apresentaram fatores de viruléncia nos testes de seguranca microbiolégica
realizados. Sendo assim, a prospeccdo de novos microrganismos provenientes de
diferentes matrizes alimentares € promissora para uma futura utilizacdo, destes
isolados, como culturas iniciadoras ou probiéticos em alimentos.
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