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1. INTRODUCAO

As bactérias acido-laticas (BAL) possuem a capacidade de sintetizar 4cidos
organicos e, entre eles, o acido latico € o principal produto de seu metabolismo,
além de uma ampla producdo de outros metabdlitos que afetam desde as
propriedades nutricionais, sensoriais até mesmo tecnolégicas dos produtos
alimenticios fermentados pelas mesmas (DABA & ELKHATEEB, 2020). Por tais
razdes, esses microrganismos vém sendo amplamente utilizados como culturas
iniciadoras, como probidticos e na bioconservacdo de alimentos, devido ao seu
metabolismo versatil (RODRIGEZ et al., 2019).

Por constituirem um grupo ubiquo, essas bactérias sdo encontradas na
natureza em nichos de origem animal, vegetal, solo, agua e tratos
gastrointestinais de humanos e animais. Estudos sobre a diversidade microbiana
de nichos inexplorados levam ao isolamento de uma gama de novas espécies,
gue podem apresentar distintas propriedades tecnoldgicas e/ ou de influéncia
benéfica para a saude do hospedeiro (OLOFSSON et al., 2014).

Encontra-se descrito na literatura que BAL podem estar presentes na
microbiota intestinal normal de peixes. Géneros como Lactobacillus spp.,
Carnobacterium spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp., Vagococcus spp.
estdo entre os microrganismos isolados de peixes, amplamente consumidos nas
difundidas culinarias ocidentais como trutas e salmédo (FRANCOISE, 2010).

Alimentos prontos para o consumo (RTEF) sdo caracterizados como
"qualquer alimento que é, normalmente, consumido em seu estado cru ou
qgualquer outro alimento, incluindo um alimento processado, para o qual é
razoavelmente previsivel que o alimento sera consumido sem processamento
adicional que minimizar significativamente os riscos biolégicos” (FDA, 2017).
Pertencentes a esta classificacdo, comidas tradicionais japonesas, como sushi e
sashimi, sdo alimentos elaborados a partir de arroz cozido frio e vinagre que é
moldado em pedacos pequenos e coberto com peixe cru ou cozido, ou no formato
de rolo com peixe, vegetais ou ovo e frequentemente embrulhado em algas
marinhas (MOURITSEN, 2009).

No presente estudo objetivou-se isolar, caracterizar e identificar bactérias
acido-laticas provenientes de sushi, comercializados na cidade de Pelotas/RS.

2. METODOLOGIA
2.1 Isolamento, selecéo e caracterizacao
Amostras de sushi tipo Niguiri (com salmao e arroz) foram coletadas em
sete restaurantes especializados em culinaria japonesa na cidade de Pelotas (RS/
Brasil), identificados pelos nimeros de um a sete. As coletas ocorreram no
periodo de janeiro/ fevereiro (2016), sendo realizadas duas coletas por més. As
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas até o inicio das analises.
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Para o isolamento e caracterizagdo das bactérias acido-laticas (BAL),
seguiu-se a metodologia proposta por LIMA et al. (2009), onde diluicbes seriadas
decimais foram semeadas em &gar de Man Rogosa e Sharpe (MRS) e incubadas
em condi¢cbes de anaerobiose por 48h a 37 °C. Cinquenta coldnias caracteristicas
de BAL foram selecionadas aleatoriamente, submetendo-as aos testes de
coloracédo de Gram, presenca ou auséncia da enzima catalase.

2.2 Parametros de seguranca microbioldgica

A produgéo da enzima DNase foi determinada de acordo com KATEETE et
al. (2010). O aparecimento de zonas transparentes ao redor das colbnias
denotaria um resultado positivo para a produgdo da enzima. Como controle
positivo foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC 25923.

A atividade da enzima proteolitica (gelatinase) foi determinada, de acordo
com PEREIRA et al. (2009). O resultado foi observado a partir do estado fisico do
meio de cultura. Como controles positivos e negativos foram utilizados S. aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli NCTC 12900, respectivamente.

A presenca de hemolisinas foi determinada de acordo com EATON &
GASSON (2001). Como controle positivo, foi utilizada Listeria monocytogenes
ATCC 7644. A reacado hemolitica foi avaliada através do aparecimento de halos
verdes o0 que denotaria lise parcial das hemacias (a-hemolise) ou pelo
aparecimento de halos transparentes que denotaria lise total das hemacias (-
hemdlise).

2.3 ldentificagcdo molecular

A extracdo do DNA dos isolados ocorreu através da mistura dos pellets de
células dos isolados, com 100uL de tampéo de cloreto de sodio Tris-EDTA
(STES), pérolas de vidro e 150 pL de fenol cloroformio 1:1 (v/v). Agitou-se a
mistura por 1 min em vortex e apos, centrifugou-se a 13.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi coletado em micro-tubo e precipitado com etanol absoluto (2
vezes o0 volume do sobrenadante) e (0,1 vez o volume do sobrenadante) de
cloreto de sédio 5 M.

Estocou-se a mistura a — 20 °C por 1h, seguido por centrifugacdo 13.000
rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes com
125 pL de alcool 70%. A incubacdo do micro-tubo invertido para completa
secagem da amostra ocorreu a 37 °C. Para o armazenamento, 35 yuL de agua
ultrapura foram adicionados juntamente a 1 pL de RNAse, e o acondicionamento
da amostra manteve condicado de temperatura referente a -20 °C (SAMBROOK &
RUSSELL, 2001).

A identificacdo genotipica foi realizada pelo sequenciamento parcial do
gene 16S rDNA, realizado em Unidade de Analise Molecular e Proteica (Hospital
de Clinicas, Porto Alegre, Brasil). O programa ContigExpress (pacote VectorNT],
Invitrogen) foi utilizado para analise do fragmento sequenciado e a ferramenta
BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi usada para
comparar a similaridade do resultado com outras sequéncias depositadas no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Selecao, caracterizacdo e seguranca microbioldgica
Das 50 colénias selecionadas em &agar MRS, 15 foram caracterizadas
como Gram-positivas catalase negativa apresentando morfologia de cocos ou
bacilos.
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Dos 15 isolados avaliados, fenotipicamente, nenhum apresentou producao
das enzimas DNase, responsavel pela degradacdo dos acidos nucléicos, e
gelatinase, responsavel pela hidrolise da gelatina, colageno, caseina,
hemoglobina e outros peptideos bioativos.

Quando testadas contra a producdo de hemolisinas, seis bactérias
apresentaram producéo fenotipica de a-hemolisina, que estaria relacionada a lise
parcial de enterdcitos. Uma vez que a producdo dessas enzimas e toxinas séo
caracterizadas como indicativas de patogenicidade, torna-se de suma importancia
a realizacao de tais testes com o objetivo de garantir a seguranca desses isolados
para futura aplicacdo na producdo de alimentos. Sendo assim, os seis isolados
positivos para produgdo de a-hemolisinas, ndo foram selecionadas para os
demais testes.

3.2 Identificagcdo molecular

Oito isolados seguiram para sequenciamento molecular e destes, apenas 6
sdo pertencentes ao grupo de bactérias acido-laticas. Na Tabela 1, estdo os
resultados do sequenciamento molecular da por¢cédo do gene 16S rRNA, onde foi
possivel identificar o género e a espécie dos isolados.

Tabela 1 Identificagdo molecular dos isolados de bactérias acido-laticas provenientes de sushi,
comercializados em Pelotas, RS

Isolado Espécie Percentual de NuUmero de acesso NCBI
similaridade

Cc28 Weissella cibaria 92,02% NZ_CP012873.1

C34 Weissella cibaria 87,32% NZ_CP012873.1

C35 Streptococcus marimammalium 84,17% NZ_KB904348.1

C39 Streptococcus merionis 71,30% NZ_KB904541.1

C48 Streptococcus marimammalium 84,17% NZ_KB904348.1

C49 Enterococcus thailandicus 92,09% NZ_LWMNO01000007.1

Nota-se uma diversidade de espécies de BAL isoladas de sushi, com
destaque para o género Weissella cibaria, que de acordo com a literatura algumas
linhagens sdo potenciais candidatas a probidticas, pois utilizam varios tipos de
oligossacarideos derivados de fibras dietéticas produzindo lactato e acetato
(MANBERGER et al, 2020), ressaltando que essa espécie também esta
relacionada a producao de bacteriocinas (WU et al., 2015).

Contudo € de conhecimento que para futura aplicacdo desses isolados ou
de seus metabolitos em alimentos, necessita-se dar continuidade aos estudos
com realizacdo de testes para avaliar o potencial tecnoldgico e probidtico dos
mesmos.

4. CONCLUSOES
Conclui-se que alguns dos isolados provenientes de sushi, apresentaram
caracteristicas de BAL, ndo apresentaram fatores de viruléncia, garantindo a
seguranca desses isolados para futura aplicacdo em alimentos e, alto percentual
de similaridade com espécies do grupo de bactérias acido-laticas.
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