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RESUMO

O kefir € uma bebida fermentada de textura cremosa, sabor acido e levemente
gaseificada, produzida pela fermentacéo do leite por gréos de kefir. A composi¢cao
microbioldgica dos graos de kefir consiste em bactérias lacticas, bactérias acéticas e
leveduras, vivendo em uma comunidade simbidtica, que utiliza o leite como substrato
e durante o processo de fermentacdo produz varios metabolitos como os acidos
lactico e acético, exopolissacarideos, bacteriocinas, dentre outros. O kefir é
mundialmente conhecido por seus beneficios a salde, em especial por suas
propriedades probidticas. O objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos fisico-
guimicos do kefir, a sua capacidade antimicrobiana durante o processo de
fermentacdo, além de isolar seus microrganismos e testar a atividade antagonista
contra cepas potencialmente patogénicas. Observou-se que durante o processo de
fermentacao do kefir, houve diminui¢cdo do pH do leite de 6,60 para 4,58-4,38 em 24
h. e para 3,74-3,60 em 48 h. As analises de acidez mostraram um aumento da
concentracéo de 4cido lactico nas amostras de kefir em relacdo ao leite (0,16%), com
valores de 1,03-1,10% em 24 h. e 1,70-1,71% em 48 h. E houve diminuicdo dos
acucares redutores do leite de 5,12% para 4,66% em 24 h. e 2,72-2,73% em 48 h. Em
relacdo a atividade antagonista do kefir, as amostras fermentadas em 24 h. néo
inibiram completamente o crescimento dos microrganismos patogénicos testados (S.
aureus, S. enterica, E. coli). Porém as amostras de kefir fermentadas em 48 h. inibiram
completamente o crescimento bacteriano dos microrganismos patogénicos,
demonstrando uma potente atividade antagonista do kefir. No teste de antagonismo
dos microrganismos isolados das amostras de kefir, parte das bactérias e leveduras
mostraram atividade antagonista e capacidade de inibir tanto as cepas Gram-
negativas (S. enterica, E. coli e K. pneumoniae) quanto as cepas Gram-positivas (S.
aureus, B. cereus e S. mutans) potencialmente patogénicas testadas neste estudo.
Alguns microrganismos isolados do kefir (7 cepas de 29 no total) apresentaram forte
atividade antimicrobiana com zonas de inibicdo > 30 mm das bactérias potencialmente

patogénicas testadas.

Palavras-chaves: Grdos de kefir; probiéticos; composicdo microbiologica;

antagonismo do kefir; atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Kefir is a fermented drink with a creamy texture, acid flavor and slightly carbonated,
produced by the fermentation of milk by kefir grains. The microbiological composition
of kefir grains consists of lactic bacteria, acetic bacteria, and yeasts, living in a
symbiotic community, which uses milk as a substrate and during the fermentation
process produces various metabolites such as lactic and acetic acids,
exopolysaccharides, bacteriocins, among others. Kefir is known worldwide for its
health benefits, especially for its probiotic properties. The aim of this study was to
evaluate the physical-chemical aspects of kefir, its antimicrobial capacity during the
fermentation process, in addition to isolating its microorganisms to test antagonistic
activity against potentially pathogenic strains. It was observed that during the
fermentation process of kefir, there was a decrease in the pH of the milk from 6.60 to
4.58-4.38 in 24 h. and to 3.74-3.60 in 48 h. The acidity analyzes showed an increase
in the concentration of lactic acid in the kefir samples in relation to milk (0.16%), with
values of 1.03-1.10% in 24 h. and 1.70-1.71% in 48 h. And there was a decrease in
the reducing sugars of milk from 5.12% to 4.66% in 24 h. and 2.72-2.73% in 48 h.
Regarding the antagonist activity of kefir, samples fermented in 24 h. did not
completely inhibit the growth of the pathogenic microorganisms tested (S. aureus, S.
enterica, E. coli). However, samples of kefir fermented in 48 h. completely inhibited the
bacterial growth of pathogenic microorganisms, demonstrating a potent antagonist
activity of kefir. In the antagonism test of microorganisms isolated from kefir samples,
part of the bacteria and yeasts showed antagonistic activity and the ability to inhibit
both Gram-negative strains (S. enterica, E. coli and K. pneumoniae) and Gram-positive
strains (S. aureus, B. cereus and S. mutans) potentially pathogenic tested in this study.
Some microorganisms isolated from kefir (7 strains out of 29 in total) showed strong
antimicrobial activity with zones of inhibition >30 mm from the potentially pathogenic

bacteria tested.

Keywords: kefir grains, probiotics, microbiological composition, kefir antagonism,

antimicrobial activity
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1 INTRODUCAO

A demanda por um estilo de vida mais saudavel vem aumentando nos ultimos
anos, fazendo com que o consumidor busque nao apenas atividades que promovam
bem-estar, mas também mudancas nos habitos alimentares, priorizando produtos que
conferem beneficios e funcionalidades a saude. Dentre os alimentos com
caracteristicas funcionais, os probidticos se destacam, pelo efeito positivo na
modulacdo da microbiota intestinal (BOURRIE et al., 2016; DIAZ, et al., 2019; ZHAO,
2019).

Os probiodticos sédo descritos como uma associacdo de microrganismo Vivos,
gue quando consumidos em quantidades adequadas, como parte de uma dieta,
apresentam efeitos benéficos a satude (BRASIL, 2018; JAMES; WANG, 2019). Dentre
os alimentos funcionais contendo culturas vivas de microrganismos probioticos temos:
iogurte, leite aciddfilo, coalhada e kumys que integram o grupo de leites fermentados
junto com o kefir (BRASIL, 2007), que por sua vez é considerado uma suplementacéo
probiotica de baixo custo e de producao artesanal.

O kefir € uma bebida de sabor acido e de textura cremosa, produzida no
processo de fermentagdo lactica a partir do cultivo de gréos de kefir inoculados no
leite. Esse produto é resultado do metabolismo de bactérias e leveduras presente nos
graos, que tem uma complexa mistura microbiana simbidtica. O kefir é classificado
na categoria de leites fermentados, assim como o iogurte, e 0 que os diferem séo
algumas caracteristicas nutricionais e sensoriais (BRASIL, 2018; REIS, 2015; ROSA
et.al., 2017; SANTOS, 2008).

E uma bebida tradicional originaria das montanhas do Caucaso, localizadas na
regido da Europa Oriental, Rissia e Sudeste da Asia (ARSLAN, 2015). Nos ultimos
anos, o consumo do kefir vem crescendo em muitos paises. O produto é
comercializado, por exemplo, nos Estados Unidos e em varios paises da Europa e da
Asia (SANTOS, 2008).

O kefir € amplamente consumido devido as suas propriedades promotoras de
saude (LEITE et al., 2013), sendo que muitos desses beneficios foram atribuidos as
atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-hipertensiva, antialérgica, redutora de

colesterol, ao equilibrio da microbiota, imunomoduladora (BOURRIE et al., 2016) e
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antitumoral (HATMAL et al., 2018; REIS, 2015). No intuito de avaliar tais efeitos no
organismo, o kefir esta no foco de muitas pesquisas cientificas ja ha algum tempo.

Os gréos de kefir tem uma forma irregular semelhante a couve-flor, essa
biomassa é composta por uma complexa microbiota, que é responsavel pela produgéo
dos gréos. A comunidade microbiana é composta por bactérias do acido lactico,
bactérias do acido acético e leveduras (LEITE et al., 2013), que trabalham em um
equilibrio dindmico na biossintese de exopolissacarideos (EPS) e aminoacidos,
levando a um aumento no volume dos grdos (BENGOA et al., 2019; DONG et al.,
2018). A bebida final € resultado de uma composic¢ao nutricional rica em acido lactico,
acido aceético, dioxido de carbono, acetaldeido, diacetil, &cidos formicos, outros acidos
organicos e bacteriocinas (BENGOA et al., 2019; SANTOS, 2008), sendo todos
produtos do metabolismo de bactérias e leveduras presentes nos grdos do kefir,
sugerindo uma verdadeira simbiose (PRADO et al., 2015; WANG, 2018).

Vérios estudos mostraram que o kefir possui atividade antimicrobiana, com a
capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos através do
antagonismo, da alteracédo do pH e de seus metabdlitos como os acidos organicos
(DIAS et al., 2008; SANTOS, et al., 2013; WESCHENFELDER et al., 2018).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Kefir: definicdes e origem

O kefir € uma bebida de consisténcia cremosa, semelhante ao iogurte,
levemente efervescente, resultante da fermentacéo lactica e alcodlica por acdo de
microrganismos como bactérias do acido latico, bactérias acéticas e leveduras,
presentes nos gréos de kefir (FARAG et al. 2020, BOURRIE et al. 2016). Segundo
FAO/WHO (2003) o kefir € um leite fermentado produzido por uma cultura inicial a
partir de grédos de kefir, com uma relacdo simbiotica forte entre as espécies dos
géneros Lactococcus, Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Acetobacter e leveduras.
Considerada uma bebida tradicional na Asia e no Norte da Europa, diversos autores
afirmam que a origem do kefir foi nas montanhas do Caucaso, na Russia, desde os
tempos remotos onde essas terras eram habitadas pelos tartaros e povos caucasianos
(NEJATI et al. 2020; KABAK, DOBSON, 2011; SAVASTANO et al. 2019). Entretanto,
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estudos recentes em tumbas no cemitério de Xiaohe, na China, analisaram
fragmentos de queijos encontrados nos artefatos dentro das tumbas, e descobriram
gue eram queijos de kefir, datados por carbono-14 entre1650 e 1450 a.C. (YANG et
al. 2014). Devido a suas propriedades promotoras de saude, o kefir ocupa um lugar
importante na dieta em muitas partes do mundo, em especial na Europa, Asia e
Ameérica do Norte. Na Russia e EUA h& producao industrial, no entanto, boa parte da
producao se da de forma artesanal (NEJATI et al. 2020).

A bebida de kefir € obtida apds um periodo de incubacgé&o de graos de kefir com
leite fresco em temperatura ambiente. No processo ocorre um aumento dos graos,
possibilitando a recuperacdo e uma nova fermentacdo. Tradicionalmente a
fermentacdo é iniciada pela adicdo de grdos de kefir em leite, numa proporcéao
aproximada de 5 a 12% (p/v), e fermentado a 23-25°C por 24 horas (HAN et al., 2018;
SILVA et al., 2019).

2.2 Graos de kefir e microbiota

Os gréaos de kefir apresentam uma matriz gelatinosa com forma irregular,
branca ou levemente amarelada, suas estruturas sao semelhantes ao couve-flor ou
pipoca (ARYANA e OLSON, 2017). Os grdos encontram-se encapsulados por um
complexo polissacarideo que € secretado por microrganismos especificos durante o
processo de fermentacdo. Esse complexo, é chamado de kerifan ou kefirano (HAN,
WU, ZHAO, 2018).

Pesquisadores observaram a producao do kefirano durante a fermentacdo e
constataram que cepas com caracteristicas especificas de agregacdo microbiana,
secretavam polimeros durante a sintese do kefiram, posteriormente, outros
microrganismos se fixaram ao biofilme, deixando-o mais grosso e levando a formacéo
do grao de kefir. Foi observado que o biofilme da matriz era constituido por glicose e
galactose em uma proporcao de 1: 1 (HAN, WU, ZHAO, 2018; WANG et al., 2012).

Dong et al. (2018) descobriram que as bactérias do acido acético iniciavam a
secrecdo do EPS, ativando as bactérias do acido lactico, que por sua vez iniciaram
auto agregacao, produzindo uma grande quantidade de polissacarideos e depois se

fixaram ao biofilme, juntamente com as leveduras. Ao longo do processo de
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fermentacdo esses microrganismos criaram uma rede complexa e apds um equilibrio
dindmico as cepas se distribuiram uniformemente pelos gréos.

Em um estudo com kefir Russo, os pesquisadores tentaram criar graos de kefir
e para isso foram separadas culturas puras isoladas do kefir que foram inoculadas
separadamente, sendo observado a formacédo de agregados, no entanto, as culturas
nao foram capazes de formar grdos de kefir, demonstrando que a formacao desses
dependem das interacGes entre os microrganismos (KOTOVA, CHERDYNTSEVA,
NETRUSOV, 2016).

A composi¢do microbioldgica dos gréos de kefir pode ser muito diversificada e
dependera da origem dos grédos, das condicbes de fermentacdo e dos métodos
utilizados na producdo do kefir (ARSLAN, 2015). Setyawardani et al. (2014)
mostraram que diferentes concentra¢des de graos de kefir (1, 3 e 5%) e diferentes pH
de fermentagdo (5,5, 5,0 e 4,5) resultaram em diferentes caracteristicas fisico-
guimicas e organolépticas do kefir. Concluiu-se que a concentracao de graos de kefir
de 1% e pH de 4,5 produziu o menor teor de alcool (0,28%) e teve o sabor e aroma
preferido do kefir de leite de cabra, com base no teste de analise sensorial.

Os gréaos de kefir tem uma populagdo muito complexa de espécies microbianas

identificadas conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos presentes no kefir

Bactérias lacticas Bactérias acéticas Leveduras

Lactobacillus buchneri Acetobacter fabarum Issatchenkia occidentalis

Lactobacillus casei Acetobacter lovaniensis Kazachstania aerébia

Lactobacillus diolivorans Acetobacter orientalis Kazachstania exigua

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiranofaciens

Lactobacillus kefiri
Lactobacillus mali
Lactobacillus parabuchneri

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus parafarraginis

Lactobacillus parakefiri

Kazachstania unispora
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus
Lachancea meyercii
Lachancea meyersii
Pichia guilliermondii
Pichia kudriavzevii
Saccharomyces cerevisiae

Zygosaccharomyces cerevisiae
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Lactobacillus perolens Zygosaccharomyces unisporus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus satsumensis
Lactococcus lactis
Leuconostoc lactis

Leuconostoc mesenteroides

Fonte: (DIOSMA et al., 2013; FERREIRA et al., 2015; GAO et al., 2018; GAROFALO et al.,
2015; HAN, 2018; LEITE et al., 2015; MAGALHAES et al.,, 2011; MIGUEL et al., 2011;
VARDJAN et al., 2013; ZANIRATI et al., 2015; ZHOU et al., 2009).

Gao et al. (2018), demonstraram que em algumas amostras de kefir houve
predominéancia da microbiota de leveduras, enquanto em outras foi de bactérias
lacticas. Dados semelhantes foram observados por Zhou et al. (2009), nos quais
bactérias lacticas representavam 78% de algumas amostras de kefir e as leveduras
representavam quase 92% em outras amostras de kefir. Em outro estudo com gréos
de kefir, os autores encontraram uma maior populacdo de bactérias laticas (97,5%)
(ORYAN, ALEMZADEH, ESKANDARI, 2018). Mesmo ocorrendo essa variagéo entre
os estudos, no geral as bactérias do acido latico sdo os microrganismos mais
abundantes no kefir (EBNER et al., 2015; ERDOGAN et al., 2018). Plessas et al.
(2017) observaram que as diferencas na composi¢cdo da microbiota do kefir podem
ocorrer devido as caracteristicas particulares de cada regido, inclusive da metodologia

utilizada para identificacdo dos microrganismos.

2.3 Caracteristicas fisico-quimicas do kefir

As caracteristicas fisico-quimicas do kefir dependem de varios fatores como:
tipo de leite utilizado, condi¢des de fermentacao (tempo e temperatura) e a quantidade
de gréos inoculados no leite, que interferem nas concentracdes dos metabdlitos
produzidos pelos microrganismos na bebida (ALVES et al., 2018; GUL et al., 2016).
Setyawardani et al. (2014) observaram que diferentes concentracdes de graos de kefir
(1, 3 e 5%) afetaram o teor de proteinas, gordura e é&lcool e interferiram no sabor e

textura da bebida.
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As propriedades fisico-quimicas do kefir foram analisadas por varios autores e
esses observaram que a composicao variou de 79,0-89,4% de umidade, 2,9-6,9% de
proteinas, 1,7-2,9% de lipidios, 4,9-9,6% de acucares, 0,6-1,0% de cinzas, 0,6-2,8%
de &acido lactico, 0,38-0,59% de etanol e pH de 3,0-4,0 (ALVES et al., 2019;
WESCHENFELDER et al.,2018; WINDAYANI, KURNIATI, LISTIAWATI, 2019).

A composicdo fisico-quimica para o kefir recomendada pelo Regulamento
Técnico de ldentidade Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2007) e pela Food
and Agriculture Organization of the Unites Nations (FAO/WHO, 2003) esta descrita na
Tabela 2.

Tabela 2. Padrdes fisico-quimicos do kefir

Parametros BRASIL (2007) FAO/WHO (2003)
Proteinas (% m/m) Min. 2,9% Min. 2,7%
Gordura (% m/m) 3,0a5,9% <10,0%

Acido Lactico (% m/m) <1,0% Min. 0,6%

Etanol (% p/v) 0,5a1,5% N&o mencionado

Fonte: BRASIL, 2007; FAO/WHO, 2003

Entre os metabdlitos do kefir estdo os compostos volateis, que sao produtos de
metabolismo lipidico, proteico e de carboidratos. Derli, Con (2017) identificaram
diversos compostos volateis nas amostras de kefir pertencentes aos grupos dos
acidos, alcoois, aldeidos, acidos carboxilicos, ésteres, cetonas e compostos de
enxofre. As maiores concentracdes desses compostos foram nos grupos do acido
carboxilico e do alcool e esses compostos conferem sabor e aroma Unicos ao kefir.

Além dos compostos volateis, o kefir contém proteinas parcialmente digeridas,
bem como amino&cidos (valina, isoleucina, metionina, lisina, treonina, fenilalanina,
triptofano), vitaminas (B1, B2, B5, B6, B9, C, A, K, caroteno) e minerais (potassio,
célcio, fosforo, magnésio, cobre, zinco, ferro, manganés, cobalto) (ARSLAN, 2015
apud LIUTKEVICIUS; SARKINAS, 2004).

2.4 Propriedades funcionais e terapéuticas do kefir
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Os alimentos probioticos sdo encontrados em produtos como o kefir, que em
sintese, possuem diversos efeitos promotores da saude, descritos como uma
associagdo de microrganismos vivos, que quando consumidos em quantidades
adequadas, como parte de uma dieta, apresentam efeitos benéficos a saude (BRASIL,
2018; JAMES; WANG, 2019). Além disso, 0s microrganismos vivos devem ser
tolerantes ao pH estomacal e intestinal, resistir as secrecdes gastricas, aderir a
mucosa intestinal, colonizar e serem ativos metabolicamente (XIE, ZHOU, LI, 2012).
Considerando isso, estudos in vivo, demonstraram que Lactobacillus e leveduras
presentes no kefir foram encontrados em amostras fecais de camundongos,
demonstrando a capacidade destes em resistirem ao transito gastrointestinal
(ERDOGAN et al., 2018). Outro estudo com Lactobacillus paracasei isolado de kefir,
simularam as condi¢Bes gastrointestinais in vitro e observaram que as bactérias
sobreviveram as condicdes de estresse acido e biliar (BENGOA, et al., 2018),
indicando uma resisténcia as secrecfes gastrointestinais (KIM et al, 2017).

Diversos estudos demonstraram as atividades probiéticas do kefir, inclusive os
seus efeitos protetores e moduladores diante de microrganismos potencialmente
patogénicos, como Escherichia coli e Salmonella enterica (SILVA et al.,, 2019;
PLESSAS et al., 2017). Os peptideos microbianos isolados do kefir, tiveram uma acao
bacteriostatica contra Escherichia coli. Além de fornecer condi¢bes favoraveis para a
microbiota, o kefir inibe 0 aumento de bactérias patogénicas. A atividade inibidora,
ndo estd apenas nos microrganismos presentes no kefir, mas também em seus
metabolitos e estudos demonstram que os acidos organicos tém acdao inibitoria diante
de bactérias patogénicas (IRAPORDA, 2017). No estudo KIM et al. (2015) foi avaliado
o efeito do kefir em ratos e apds 3 semanas de consumo do kefir incorporado na ragéo,
houve uma reducdo de Enterobacteriaceae e Proteobacteria e um aumento de
Lactobacillus, Lactococcus e leveduras totais nas fezes dos ratos, sugerindo
antagonismo dos microrganismos presentes no kefir contra Enterobacteriaceae.

Weschenfelder et al. (2018) analisaram cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e constataram que houve uma acdo antagonista do kefir contra essas
bactérias. Dias, et al. (2018) testaram a atividade antagonista de 60 microrganismos
isolados de graos de kefir, no qual 85% (51 microrganismos) apresentaram atividade

inibitoria para E. coli, S. Typhimurium e S. Enteritidis, S. aureus e L. monocytogenes.
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Os resultados demonstraram a sensibilidade dos patégenos diante da microbiota do
kefir. Outros estudos também mostraram uma atividade antagonista da microbiota do
kefir frente a microrganismos potencialmente patogénicos (ABDEL-MOGHEITH et al.,
2017; ORYAN, ALEMZADEH, ESKANDARI, 2018)

Uma das caracteristicas nutricionais encontradas no kefir é a facil
digestibilidade, além de ser uma excelente fonte de probidtico. O processo de
fermentacdo aumenta a hidrélise de proteinas e libera peptideos funcionais (LIMA et
al., 2018). Pesquisadores relataram que a microbiota do kefir foi capaz de hidrolisar 3
e a-caseina do leite, porém néo hidrolisou a B-lactoglobulina. Ainda observaram que
as amostram de kefir apresentaram 609 peptideos, destes 25 peptideos foram
classificados como funcionais com atividade biolégica como antimicrobiano, anti-
hipertensivo, imunomodulador, opioide e antioxidante (DALLAS et al., 2016).

As propriedades funcionais e probioticas do kefir sdo estudadas por diversos
autores, além das atividades antimicrobianas eles também séo classificados como
anticarcinogénica (SHARIFI et al., 2017; HATMAL et al.,, 2018), anti-inflamatoria
(IRAPORDA et al.,, 2015), antiobesidade (BOURRIE et al., 2020), redutora de
colesterol (SANTANA et al., 2016) e antioxidante (ROMANIN et al., 2016; ORYAN,
ALEMZADEH, ESKANDARI, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

O objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos fisico-quimicos do kefir, a sua
capacidade antimicrobiana durante o processo de fermentagdo, além de isolar seus
microrganismos e testar a atividade antagonista contra cepas potencialmente

patogénicas.

3.2 Objetivos especificos:

e Analisar aspectos fisico-quimicos das amostras de kefir;
e [solar a microbiota presente no kefir e realizar testes de antagonismo in
vitro com 0s microrganismos isolados;

e Determinar a atividade antimicrobiana do kefir.

4 JUSTIFICATIVA

Probidticos sdo microrganismos vivos que proporcionam beneficios a saude,
guando ingeridos em quantidades adequadas (BRASIL, 2018). Estudos mostram que
uma microbiota saudavel contribui com efeitos metabdlicos e fisioldgicos desejaveis a
manutencdo de um corpo saudavel e em equilibrio (BOURRIE et al., 2016; DIAZ, et
al., 2019; JAMES, WANG, 2019; ZHAO, 2019). As numerosas vantagens relacionadas
aos probidticos levam a um aumento de consumo de produtos que utilizam
microrganismos vivos e que estao disponiveis em forma de suplementos e bebidas
fermentadas, dentre eles destaca-se o kefir, muito conhecido mundialmente, mas que
no Brasil, até pouco tempo, era novidade, mas vem se tornando cada vez mais popular
entre 0os consumidores que buscam alimentos que apresentam efeitos benéficos a
saude. O kefir possui caracteristicas nutricionais vantajosas, como a capacidade de
equilibrar a microbiota intestinal e evitar que patégenos intestinais proliferem e

exercam seus efeitos prejudiciais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencéao dos graos de kefir

As duas amostras de graos de kefir foram doadas por pessoas que mantém
culturas artesanais em casa. Para o processo de fermentacéo foi utilizado leite integral
industrializado de um mesmo fabricante durante toda a pesquisa. As amostras foram

nomeadas como Kefir 1 e Kefir 2.

5.2 Armazenamento e ativacao dos graos de kefir

Os graos de kefir foram armazenados sob refrigeracao (4 a 8°C) ou congelados
(-20°C) em leite integral. Para a ativacdo dos graos de kefir congelados (-20°C), em
frascos autoclavados, os graos na proporcao de 10 a 15% (p/v) foram inoculados em
leite integral e mantidos em estufa a 30°C por 5 dias. Para a ativacdo dos gréos de
kefir mantidos sob refrigeracédo (4 a 8°C), em frascos autoclavados, os graos na
propor¢ao de 10 a 15% (p/v) foram inoculados em leite integral e mantidos em estufa
a 30°C por 3 dias. ApG6s o processo de ativacdo, os grdos foram inoculados na
proporcao de 5% (p/v) em 100 mL leite integral e mantidos em estufa a 25°C por 24

h. Apos, o produto foi refrigerado (4 a 8°C) por mais 24 h para a fermentacao completa.

5.3 Caracterizacgéo fisico-quimica das amostras de kefir

Para as andlises fisico-quimicas, em frascos de vidro autoclavados foram
acrescentados 100 mL de leite integral e 5 gramas de gréaos de kefir, ou seja, 5% p/v.
As amostras foram mantidas em estufa a 30°C por 24 h e 48 h. A determinacéo da
concentracdo de acido lactico foi feita por meio da acidez titulavel (IAL, 2008); o pH
foi medido com auxilio de um pHmetro digital calibrado Gehaka® modelo PG 1800
(AOAC, 2006). A medida da concentracao de acucares redutores foi realizada pelo
método do ADNS (MILLER, 1959). As analises foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos através dos valores da média e desvio padrdo. O valor de
p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA nao pareado e quando as médias

foram significativamente diferentes a p<0,05, o teste de Tukey foi usado para
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comparacdo das médias. Os dados foram analisados com uso do software
STATISTICA®, versao 10.0.

5.4 Isolamento dos microrganismos das amostras de kefir

Foram utilizados meios de cultura especificos para o isolamento de bactérias
lacticas, leveduras e bactérias acéticas. Para o isolamento de bactérias lacticas foi
usado o meio agar All Purpose Tween (APT) (peptona de caseina 1%, extrato de
levedura 0,75%, cloreto de sédio 0,5%, fosfato de sédio 0,5%, citrato de potassio
0,5%, glicose 1%, sulfato de magnésio 0,08%, cloreto de manganés 0,014%, sulfato
ferroso 0,004%, carbonato de sodio 0,125% e agar 2%, pH 6,7). Para o isolamento de
bactérias acéticas foi usado o meio agar Hestrin-Schamm (HS) (glicose 2%, agar 2%,
extrato de levedura 0,5%, peptona 0,5%, acido citrico 0,115%, fosfato de sodio
dibasico anidro 0,27%, pH 5,0). E para o isolamento de leveduras foi usado o meio
agar Yeast Malt (YM) (extrato de malte 3%, peptona 0,5% e agar 2%, pH 5,6).

Para o isolamento dos microrganismos das amostras de kefir, apds a ativacao
dos gréos de kefir e fermentacao do leite, foram feitas diluicdes seriadas do kefir (10
1,102,103, 104, 10®). Para isso adicionou-se 25 mL de kefir em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v), em recipiente estéril (obtendo-se a diluicdo 10') e apds
homogeneizacédo da amostra adicionou-se 1 mL da diluicdo 10! em tubo esterilizado
contendo 9 mL de agua peptona 0,1% (p/v), obtendo-se a diluicdo 102 e assim por
diante. A partir das diluicdes decimais foram pipetadas 0,1 mL de cada diluicdo em
placas contendo os meios de cultivo APT, HS e YM e houve espalhamento do inoculo
com uso de alca de Drigalsky. As placas foram incubadas em condi¢des de aerobiose
em estufa a 25°C por 24 h para APT e por 72 h para HS e YM. Entéo foi realizado o
isolamento das colbnias de distintas morfologias dos meios de cultivo para obtencéo

das culturas puras.

5.5 Armazenamento e ativacdo dos microrganismos isolados das amostras de
kefir
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As colbnias puras foram transferidas para tubos Falcon contendo 20 mL leite
integral esterilizado, incubadas em estufa a 25°C por 72 h e foram armazenadas
congeladas a -20°C. Para a ativacéo das culturas puras, foram preparados caldo APT
para as bactérias do acido lactico, caldo HS para as bactérias do &cido acético e caldo
YM para as leveduras. Os tubos contendo as bactérias congeladas foram incubados
em estufa a 30°C por 24 h. Para ativacdo dos microrganismos isolados foram
pipetados 1 mL das culturas puras em tubos com 9 mL do caldo apropriado (APT, HS

ou YM). Apés a homogeneizacéo, os tubos foram incubados por 24 h a 25°C.

5.6 Estudo da atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados das

amostras de kefir (teste de antagonismo in vitro)

O estudo da atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados das
amostras de kefir (teste de antagonismo in vitro) foi realizado segundo metodologia
descrita por Jacobsen et al. (1999), com adaptacdes. Para inocular os microrganismos
isolados das amostras de kefir, apos a ativacao destes e com um auxilio de uma alca
calibrada de 1 pL estéril, os microrganismos foram semeados na placa fazendo uma
linha reta de um lado a outro no meio da placa (Figura 1). As placas de APT foram
incubadas a 25°C de 24 a 48 h e as placas de HS e YM foram incubadas a 25°C por
72 h.

Figura 1. Semeadura em linha reta dos microrganismos isolados das amostras
de kefir

As cepas potencialmente patogénicas utilizadas foram Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579 e Streptococcus mutans ATCC 25175
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(Gram-positivas) e Salmonella enterica ATCC 14028, Escherichia coli ATCC 25922 e
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 (Gram-negativas). Os inéculos foram
preparados através de suspensao direta do crescimento microbiano em caldo Luria
Bertani com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x108 UFC/mL)
sendo ajustada entre 0,8 e 0,10 de densidade 6ptica a 625 nm em espectrofotémetro.

O volume de 50 pL de cada cepa ATCC foi misturado com 7 mL de meio Brain
Heart Infusion (BHI) acrescido de 0,7% (p/v) de agar bacteriologico. O caldo BHI
acrescido de 0,7% de &gar bacteriologico foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e
apos foi mantido em estufa a 45°C até o momento do uso, para evitar a gelificagcéo.
Essa mistura de agar BHI e cepa ATCC foi vertida sobre as placas (APT, HS ou YM)
contendo os microrganismos isolados das amostras de kefir, j crescidos na placa em
forma de estria reta (Figura 1). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h.
As cepas ATCC foram inoculadas nos meios APT, HS e YM como controle positivo do

crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em duplicata.

5.7 Classificagéo da atividade inibitoria dos microrganismos do kefir

Apos 24 h de incubagdo mediu-se a zona de inibicdo da cepa ATCC ao redor
do microrganismo isolado do kefir. Na classificacdo da atividade inibitéria dos
microrganismos do kefir, as zonas de inibigdo foram numeradas de 0 a 4, sendo “0”
para os microrganismos do kefir que ndo apresentaram nenhuma atividade
antimicrobiana, “1” para os microrganismos do kefir que apresentaram uma zona de
inibicdo de 1 a 9 mm, “2” para 10 a 19 mm, “3” para 20 a 29 mm e “4” para os
microrganismos do kefir com zona de inibicdo acima de 30 mm e para aqueles no qual

a inibicdo foi total (Figura 2).
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Figura 2. Classificacdo da atividade inibitoria dos microrganismos do kefir

Controle Positivo “0” - Sem inibicao “1" - entre 01 e 09 mm

“2” —entre 10 e 19 mm

5.8 Estudo da atividade antimicrobiana do kefir durante o processo de

fermentacéo

A atividade antimicrobiana foi estudada através do teste de antagonismo
durante o processo de fermentacdo do kefir com cepas de bactérias ATCC. Os
inoculos utilizados foram S. aureus ATCC 25923, S. enterica ATCC 14028 e E. coli
ATCC 25922. Os in6culos foram preparados através de suspensdo direta do
crescimento microbiano em caldo Luria Bertani (LB) com turvacéo equivalente a 0,5
da escala de Mc Farland (1,0x102 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,10 e 0,15 de
densidade optica (D.O) a 625 nm em espectrofotdmetro. Os inéculos de cepas ATCC
(3 mL) foram incubados junto com o Kefir 1 e o Kefir 2 (em frascos de vidro
autoclavados foram acrescentados 100 mL de leite e 5 gramas de graos de Kefir, ou
seja, 5% p/v), em quintuplicata, e colocados para fermentar por 24 h e 48 h Apés
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incubacéo, foram realizadas diluicdes seriadas (10! a 104), adicionando 25 mL de
kefir em 225 mL de agua peptonada 0,1% (101) e a partir desta foram feitas diluicGes
seriadas sucessivas com 1 mL da diluicdo anterior em tubo contendo 9 mL de agua
peptonada 0,1%. De cada diluicéo foi inoculado 0,1 mL em placas de meios seletivos
(Agar Sal Manitol para S. aureus e Agar Mac Conkey para S. enterica e E. coli), para
verificar a acdo antimicrobiana durante o processo de fermentacédo do kefir sobre as

bactérias ATCC. Os meios seletivos impediram o crescimento da microbiota do kefir.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Analises fisico-quimicas do leite e das amostras de kefir

Os resultados das andlises fisico-quimicas do leite e das amostras de kefir
deste estudo estdo apresentados na Tabela 1. Observou-se que durante o processo
de fermentacédo, houve diminuicdo do pH do leite de 6,60 para 4,58-4,38 em 24 h e

para 3,74-3,60 em 48 h.

Tabela 3. Resultados das andlises fisico-quimicas do leite e das amostras de

kefir de leite
Leite Kefir 1 Kefir 2
Variaveis Oh 24 h 48 h 24 h 48 h
pH 6,60+0,162 4,38+0,34P 3,60+0,07¢ 4,58+0,04° 3,74+0,05¢

Acidez Total (%) 0,16+0,002 1,03+0,53P 1,71+0,10¢ 1,10+0,359 1,70+0,10°¢
Aclcares redutores (%) 5,12+0,072 4,66+0,08° 2,72+0,15¢ 4,66+0,21° 2,73+0,12¢

Os resultados foram expressos como média de andlises em triplicata. O valor de p calculado
foi obtido por meio do teste de ANOVA ndo pareado. As médias na mesma linha com letras
diferentes sao significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey

O pH do leite foi de 6,60 e estava de acordo com o esperado para o leite de
vaca, cujo valor deve ficar entre 6,60 e 6,80. Para o iogurte o valor do pH é de 4,50,
no entanto, a legislagéo nao define valores padrdes de pH para o kefir (BRASIL, 2007).
Windayani, Kurniati, Listiawati (2019) reportaram resultados similares e o pH de vérias
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amostras de kefir variou de 3,31 a 3,54 apos 48 h de fermentagdo. Em outro estudo
conduzido por Alves et al. (2018), o pH do kefir de leite, produzido de maneira
artesanal em Vicosa, teve uma variacao de 4,08 a 3,02.

As analises de acidez total mostraram um aumento da concentracdo de acido
lactico nas amostras de kefir em relacdo ao leite, atingindo valores elevados apds 48
h de fermentacédo. Os resultados obtidos foram de 1,03-1,10% em 24 h e 1,70-1,71%
em 48 h. O leite deste estudo teve uma acidez de 0,16% e estava de acordo com a
legislacdo brasileira que estabelece que o leite de vaca deve ter uma concentracéo
de acido latico entre 0,14 e 0,18% (BRASIL, 2018). Para o iogurte, a legislacdo
brasileira estabelece os limites de &cido lactico entre 0,6 e 1,5%, e para o kefir o limite
de &cido lactico é de no maximo 1% (BRASIL, 2007). Os resultados de acido lactico
encontrados nesse estudo para as amostras de kefir estavam acima do limite
estabelecido na legislacdo. No entanto, outros trabalhos na literatura reportaram
valores de &cido lactico semelhantes aos encontrados no nosso estudo. No estudo de
Alves et al. (2018), o kefir de leite produzido de maneira artesanal em Vigosa teve uma
concentracgéo de &cido lactico entre 0,76 e 1,76%. E no trabalho de Alves et al. (2019)
os resultados de duas amostras de kefir provenientes de diferentes domicilios de
Votuporanga apresentaram uma concentracdo de acido lactico mais elevada de 1,60%
em 24 h e 2,20% 48 h de fermentacao.

Observou-se que durante o processo de fermentacdo, houve diminuicdo dos
acucares redutores do leite de 5,12% para 4,66% em 24 h e 2,72-2,73% em 48 h. O
teor de agucares redutores de 5,12% do leite deste estudo estava dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislacdo brasileira, sendo o teor minimo de lactose no leite de
4,30% (BRASIL, 2018). A lactose inicial do leite € um fator importante na qualidade do
kefir, levando em consideracdo que esse acucar € o principal substrato usado pela
microbiota do kefir na metabolizacdo em acido lactico, formado durante a fermentacéo
junto com outros metabdlitos, tais como: acido acético, vitaminas, etanol, acetaldeido,
diacetil, dioxido de carbono e bacteriocinas, enriquecendo sensorial e
nutricionalmente o produto (BENGOA et al., 2018).

6.2 Isolamento dos microrganismos das amostras de kefir
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No total, 29 microrganismos foram isolados das amostras de kefir, sendo 17
cepas classificadas como bactérias do acido lactico (BAL), 9 cepas classificadas como

bactérias do acido acético (BAA) e 3 cepas classificadas como leveduras (Tabela 4).

Tabela 4. Microrganismos isolados das amostras de kefir

Grupo de bactérias/ Meio de cultura NUumero de cepas isoladas (%)
Bactérias lacticas (APT) 17 (58,6%)
Bactérias acéticas (HS) 9 (31,0%)
Leveduras (YM) 3 (10,4%)
Total 29 (100%)

As BAL representaram a maior populacdo (58,6%) das amostras de kefir,
engquanto as BAA e leveduras representaram 31% e 3%, respectivamente. As BAL
sao relatadas em muitos trabalhos como a populagdo mais dominante no kefir de leite
(DERLI e CON, 2017; GAO et al., 2016).

6.3 Atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados das amostras de

kefir (teste de antagonismo in vitro)

A Tabela 5 apresenta o0s resultados da atividade antimicrobiana dos
microrganismos isolados do kefir contra as cepas Gram-negativas (S. enterica ATCC
14028, E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC BAA-1706). Parte das bactérias
e leveduras isoladas do kefir mostraram atividade antagonista e capacidade de inibir
as cepas Gram-negativas potencialmente patogénicas testadas neste estudo. Para E.
coli, dos 24 microrganismos do kefir testados, 25% n&o apresentaram atividade
antimicrobiana e 75% apresentaram classificacdo 1, 2, 3 ou 4. Para S. enterica, dos
25 microrganismos do kefir testados, 28% néo apresentaram atividade antimicrobiana
e 72% apresentaram classificagdo 1, 2 ou 4. E para K. pneumoniae, dos 25
microrganismos do kefir testados, 48% nao apresentaram atividade antimicrobiana e

52% apresentaram classificacdo 1, 2, 3 ou 4.
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As bactérias lacticas que apresentaram antagonismo tiveram classificacdo 1 ou
2 para as cepas de Gram-negativas testadas. As bactérias acéticas que apresentaram
antagonismo tiveram classificagdo 2, 3 ou 4 para as cepas de Gram-negativas
testadas. E a maioria das leveduras que apresentaram antagonismo tiveram
classificagdo 1 para as cepas de Gram-negativas testadas. Assim as bactérias

acéticas foram as inibidoras mais potentes das cepas Gram-negativas testadas.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados do kefir contra
cepas Gram-negativas

Antagonismo E. coli n (%)

Classificagao Bactérias Bactérias Leveduras Total
lacticas acéticas
0 4 (16,7%) 2 (8,3%) 0 6 (25,0%)
1 7 (29,3%) 0 2 (8,3%) 9 (37,6%)
2 5 (20,9%) 1 (4,1%) 0 6 (25,0%)
3 0 2 (8,3%) 0 2 (8,3%)
4 0 1 (4,1%) 0 1 (4,1%)
Total 16 6 2 24 (100%)
Antagonismo S. enterica n (%)
0 5 (20,0%) 2 (8,0%) 0 7 (28,0%)
1 6 (24,0%) 0 2 (8,0%) 8 (32,0%)
2 5 (20,0%) 2 (8,0%) 1 (4,0%) 8 (32,0%)
3 0 0 0 0
4 0 2 (8,0%) 0 2 (8,0%)
Total 16 6 3 25 (100%)
Antagonismo K. pneumoniae n (%)
0 9 (36,0%) 2 (8,0%) 1 (4,0%) 12 (48,0%)
1 3 (12,0%) 0 2 (8,0%) 5 (20,0%)
2 4 (16,0%) 2 (8,0%) 0 6 (24,0%)
3 0 1 (4,0%) 0 1 (4,0%)
4 0 1 (4,0%) 0 1 (4,0%)
Total 16 6 3 25 (100%)

0 = sem inibicdo; 1 = zona de inibicdo com valores de 1-9 mm; 2 = zona de inibicdo de 10
-19 mm; 3 = zona de inibicdo de 20-29 mm; 4 = zona de inibicdo com valores acima de 30

mm.

Resultados similares ao nosso estudo foram reportados para atividade
antagonista de bactérias lacticas em relacdo a bactérias Gram-negativas. Yerlikaya e

Akbulut (2018) testaram a atividade antagonista de Lactobacillus lactis e obtiveram
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halos de inibicdo do crescimento de S. enterica e de E. coli variando de 9 a 16 mm.
No estudo de Ul-Sadat et al. (2020), cepas de Lactobacillus foram capazes de inibir o
crescimento de E. coli com halos de inibicdo de 20 a 30 mm. Leite et al. (2015),
testaram 32 bactérias isoladas do kefir, classificadas como Lactobacillus, sendo que
23 cepas apresentaram inibicdo contra E. coli e 22 cepas apresentaram inibicdo contra
S. enterica.

As bactérias do acido lactico possuem propriedades antimicrobianas, inibindo
o crescimento de cepas patogénicas. Durante a fermentacao do kefir, ocorre a sintese
de muito metabdlitos como os acidos organicos, em especial o acido lactico, além de
bacteriocinas, exopolissacarideos (EPS) e novos peptideos e todos esses
metabdlicos apresentam propriedades antimicrobianas contra cepas patogénicas
(LEITE et al., 2015; IRAPORDA et al. 2017)

As bactérias do kefir sdo conhecidas pela sintese de EPS que sdo descritos
por varios autores como produtos sintetizados pelas bactérias durante a producéo dos
graos de kefir (KIM et al., 2015; YERLIKAYA, AKBULUT, 2020). Para avaliar a
propriedade antibacteriana desses EPS, Jeong et al. (2017) isolaram 22 cepas de BAL
e purificaram os EPS produzidos por elas, removendo restos celulares e proteinas
para melhor investigar a atividade inibitéria desses EPS purificados. Foi observado
gue Listeria monocytogenes e S. enterica foram completamente inibidas em caldo
nutritivo suplementado com 1 a 2,5% dos EPS. Campana, Hemert, Baffone (2017),
analisaram as propriedades antimicrobianas de sobrenadantes de BAL livres de
células e as cepas de S. enterica e E. coli apresentaram zonas de inibicdo de 10 a 12
mm, assim, esse resultado demonstrou que os metabolitos das bactérias lacticas tém
efeitos antibacterianos.

Miao et al. (2014), relataram uma nova bacteriocina produzida por Lactobacillus
paracasei, que era um peptideo que foi isolado do kefir tibetano e testado contra E.
coli. Os resultados demonstraram que o peptideo exerceu efeitos antimicrobianos,
aumentando a permeabilidade da membrana interna de E. coli, causando danos a
célula, promovendo o vazamento de material intracelular e ainda o peptideo foi capaz
de se ligar ao DNA gendmico interferindo nas fungdes celulares, e levando a morte
celular.

Além das BAL, as leveduras também sao estudadas pelas suas propriedades

probidticas e antagonistas. No estudo conduzido por Lima et al. (2017), os autores
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analisaram a capacidade antagonista de cepas de Saccharomyces cerevisiae e
obtiveram resultados de inibicdo contra Klebsiella pneumoniae (halos de inibicdo de
15,7 a 47,4 mm) e Pseudomonas aeruginosa (halos de inibicdo de 13,2 a 37,2 mm),
além de comprovarem sua capacidade de resisténcia ao trato gastrointestinal em
ratos, entre outras atividades.

As bactérias do acido acético (BAA) do nosso estudo foram as inibidoras mais
potentes das cepas Gram-negativas testadas. Embora alguns autores relatem a
auséncia das bactérias acéticas em algumas amostras de kefir de diferentes regides
no mundo, o kefir coreano apresenta uma abundancia de BAA na composi¢éo da sua
microbiota (PLESSAS et al., 2017; GARAFALO et al., 2015; KIM et al. 2014). Kim et
al. (2019), isolaram BAA do kefir coreano e testaram contra patdgenos, e observaram
uma inibicdo parcial contra E. coli e S. enterica. No estudo Haghshenas et al. (2015),
os autores isolaram BAA de leites fermentados e observaram a presenca de halos de
inibicdo que variavam entre 11,7 e 22,3 mm contras diversas cepas patogénicas.
Segundo Haghshenas et al. (2015), as propriedades antagonistas das BAA podem
estar relacionadas a producdo de acido acético, que apresenta maior atividade
antimicrobiana do que o &cido lactico. Esses acidos organicos induzem a morte celular
por meio de diferentes mecanismos, como 0 aumento da permeabilidade da
membrana celular e interrupcdo de outras fungdes celulares, incluindo biossintese e
geracao de energia.

A Tabela 6 apresenta o0s resultados da atividade antimicrobiana dos
microrganismos isolados do kefir contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus mutans ATCC 25175 e Bacillus cereus ATCC
14579). Para S. aureus, dos 24 microrganismos do kefir testados, 29,2% nao
apresentaram atividade antimicrobiana e 70,8% apresentaram classificacéo 1, 2, 3 ou
4. Para B. cereus, dos 22 microrganismos do kefir testados, 22,7% néo apresentaram
atividade antimicrobiana e 77,3% apresentaram classificacéo 1, 2, 3 ou 4. E para S.
mutans, dos 25 microrganismos do kefir testados, 24% nao apresentaram atividade

antimicrobiana e 76% apresentaram classificacdo 1, 2 ou 3.
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Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados do kefir contra

cepas Gram-positivas

Antagonismo S. aureus n (%)

Classificacao Bactérias Bactérias
lacticas acéticas Leveduras Total
0 5 (20,9%) 2 (8,3%) 0 7 (29,2%)
1 8 (33,4%) 0 2 (8,3%) 10 (41,7%)
2 2 (8,3%) 1 (4,2%) 1 (4,2%) 4 (16,7%)
3 0 2 (8,3%) 0 2 (8,3%)
4 0 1 (4,1%) 0 1 (4,1%)
Total 15 6 3 24 (100%)
Antagonismo B. cereus n (%)
0 4 (18,1%) 0 1 (4,6%) 5 (22,7%)
1 5 (22,7%) 0 1 (4,6%) 6 (27,3%)
2 2 (9,1%) 0 1 (4,6%) 3 (13,6%)
3 4 (18,1%) 2 (9,1%) 0 6 (27,3%)
4 0 2 (9,1%) 0 2 (9,1%)
Total 15 4 3 22 (100%)
Antagonismo S. mutans n (%)
0 4 (16,0%) 1 (4,0%) 1 (4,0%) 6 (24,0%)
1 6 (24,0%) 0 2 (8,0%) 8 (32,0%)
2 5 (20,0%) 1 (4,0%) 0 6 (24,0%)
3 1 (4,0%) 4 (16,0%) 0 5 (20,0%)
4 0 0 0 0
Total 16 6 3 25 (100%)

0 = sem inibicdo; 1 = zona de inibicdo com valores de 1-9 mm; 2 = zona de inibigéo de 10 -19

mm; 3 = zona de inibicdo de 20-29 mm; 4 = zona de inibicdo com valores acima de 30 mm.

Outros estudos reportaram a atividade antagonista de bactérias isoladas do
kefir contra bactérias patogénicas Gram-positivas. Ghasempour et al. (2013)
compararam as zonas de inibicdo de S. mutans entre clorexidina 0,2%, penicilina e o
kefir e observaram a presenca de halos de inibicdo de 27,38 mm para clorexidina
0,2%, 43,29 mm para penicilina e 19,88 mm para o kefir. Os autores concluiram que
o kefir pode ser usado como um aliado na prevencao da carie causada pelo S. mutans.
No estudo de Dias et al. (2018), dos 60 microrganismos isolados do kefir, 56 foram

positivos no teste de antagonismo contra S. aureus.
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No estudo de Lima et al. (2017), cepas de S. cerevisiae isoladas de kefir foram
testadas contra S. aureus e apresentaram halos de inibicdo de 15 a 35 mm, por outro
lado, os autores observaram que as leveduras ndo apresentaram antagonismo contra
B. cereus, contrastando com o nosso estudo, dentre as bactérias Gram-positivas, foi
a que apresentou maior sensibilidade aos microrganismos do kefir.

No estudo de Kim et al. (2019), bactérias acéticas isoladas de um kefir coreano
foram testadas contra B. cereus e foram capazes de inibir o crescimento total do B.
cereus. No estudo de Kakisu et al. (2007), B. cereus foi inoculado durante o processo
de fermentacdo do kefir de leite e os autores observaram um decréscimo na
populacdo do B. cereus, atribuindo tais resultados a queda do pH e altas
concentracdes de acidos organicos, além disso, durante o processo de fermentacéo
do kefir, a microbiota competitiva foi capaz impedir a producdo de enterotoxinas pelo

B. cereus.

6.4 Atividade antimicrobiana das amostras de kefir durante o processo de

fermentacéao

A Tabela 7 apresenta a atividade antimicrobiana das amostras de kefir, que
foram testadas em relacdo a sua capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos potencialmente patogénicos como Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella enteritidis ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. Os
resultados das amostras de fermentacédo de 48 h ndo apresentaram crescimento
bacteriano, demonstrando inibicdo total dos microrganismos patogénicos. Os
resultados obtidos nesse trabalho corroboram com outros estudos da literatura (DIAS
et al., 2018; SANTOS et al., 2013; WESCHENFELDER et al., 2018).

Tabela 7. Atividade inibidora do kefir sobre bactérias patogénicas durante o

processo de fermentacao

Amostras de . S. enterica S. aureus E. coli
Repeticao
Kefir Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
1 + + - + + - + + -

2 + + - + + - + + -
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Kefir 1 3 + + - + + - + + -

4 + + - + + - + + -

5 + + - + + - + + -

1 + + - + + - + + -

2 + + - + + - + + -

Kefir 2 3 + + - + + - + + -

4 + + - + + - + + -

5 + + - + + - + + -
Controle

N ++ 4+ ++  ++ 4+ ++  ++ 4+ ++

positivo
Controle

negativo _ _ - ) - ) _ - _

(+) = amostra com crescimento bacteriano; (++) = amostra com maior crescimento
bacteriano em relacdo a amostra (+); (-) = amostra sem crescimento bacteriano; Controle
positivo = elaborado com leite ausente de graos de Kefir e com inéculos patogénicos;
Controle negativo = elaborado com leite contendo graos de Kefir e ausente de indculos

patogénicos.

Nos resultados, todas as amostras com fermentacéo de 24 horas apresentaram
crescimento de microrganismos patogénicos apds serem plaqueadas em meio Agar
Mac Conkey para Salmonella e E. coli e em meio Agar Sal Manitol para S. aureus,
mas quando comparados com o controle positivo esse crescimento foi menor. Em
seus estudos, Weschenfelder et al. (2018) e Kivanc, Yapici (2018), também
observaram uma reducdo na concentracdo de microrganismos patogénicos em 24
horas de fermentacéo de duas formulagfes distintas de Kefir no estudo de atividade
antagonista frente a S. aureus e E. coli.

Vérios estudos demonstraram a capacidade de inibicdo dos microrganismos
patogénicos quando expostos a microbiota presente no kefir de leite e explicaram que
tal inibicdo foi decorrente do pH &acido da bebida que exerceu a atividade
antibacteriana. De acordo com Dias et al. (2018), além do pH &cido do kefir, as
substancias resultantes do metabolismo das bactérias durante o processo de

fermentacdo (como bacteriocinas) sao fatores de inibicdo. Outros estudos que
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controlaram o pH em 6,0 durante todo o processo de fermentagdo do Kkefir,
observaram que as inibicdes ndo ocorreram em funcdo do pH acido, mas sim por
substancias inibidoras, como bacteriocinas e acidos organicos, presentes na bebida
fermentada a base de leite e grdos de kefir (SANTOS, 2013; SANTOS et al., 2008;
ARSLAN, 2015. SETYAWARDANI et al. 2014).

Assim, nesse estudo foi possivel demonstrar que frente a um ambiente
competitivo com uma populacdo de diversos microrganismos vivendo em simbiose
nos graos de kefir de leite, a atividades das bactérias potencialmente patogénicas

foram inibidas, demonstrando a atividade antagonista do kefir.

CONCLUSAO

No presente estudo foram realizadas analises fisico-quimicas e determinacéo
da atividade antimicrobiana de duas amostras de kefir de leite. A fermentacdo das
amostras de kefir em 24 h apresentaram pH de 4,38-4,58, proximo ao do iogurte (4,50)
e estavam com menor acidez. Em relacdo a atividade antagonista do kefir, as
amostras fermentadas em 24 h nao inibiram completamente o crescimento dos
microrganismos patogénicos testados (S. aureus, S. enterica, E. coli), mas houve
diminuicdo do crescimento bacteriano em relagdo ao controle positivo, onde o leite
ausente de gréos de kefir foi inoculado com as cepas patogénicas. Ja as amostras de
kefir fermentadas em 48 h, apresentaram maior acidez e pH menor de 3,60-3,74.
Essas amostras de kefir inibiram completamente o crescimento bacteriano dos
microrganismos patogénicos, demonstrando uma potente atividade antagonista do
kefir.

No teste de antagonismo dos microrganismos isolados das amostras de kefir,
parte das bactérias e leveduras mostraram atividade antagonista e capacidade de
inibir tanto as cepas Gram-negativas (S. enterica, E. coli e K. pneumoniae) quanto as
cepas Gram-positivas (S. aureus, B. cereus e S. mutans) potencialmente patogénicas
testadas neste estudo. Das bactérias Gram-negativas testadas a mais sensivel foi E.
coli e das Gram-positivas testadas a mais sensivel foi B. cereus. A bactéria que
apresentou menor sensibilidade foi K. pneumoniae, porém ainda assim mais de 50%
das cepas isoladas do kefir mostram antagonismo contra K. pneumoniae. O estudo
do antagonismo das cepas isoladas, fora do seu ambiente simbiotico no kefir, foi
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importante para avaliar a capacidade antimicrobiana individual de cada cepa. O
resultado do estudo mostrou que algumas cepas possuem potente atividade
antagonista e mais estudos s&o necessarios para elucidar o mecanismo da atividade
antimicrobiana. E na atualidade com o aumento de bactérias patogénicas resistentes

a antimicrobianos, é de suma importancia explorar novas alternativas antimicrobianas.
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8 ANEXOS

Figura 2. Teste de antagonismo em placas de APT contra S. mutans e B.

cereus.
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Figura 3. Teste de antagonismo em placas de HS contra K.

pneumoniae.

Figura 4. Teste de antagonismo em placas de HS contra E.coli.



Figura 6. Teste de antagonismo em placas de YM contra S. mutans.
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Figura 7. Teste de antagonismo em placas de APT contra S. mutans, S.

entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.

Figura 8.Teste de antagonismo em placas de APT contra S. mutans, S.

entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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Figura 9. Teste de antagonismo em placas de APT contra S. mutans,
S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.

q

Figura 10. Teste de antagonEMO em placasde APT contra S.

mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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gura 12. Teste de tagonismo em placas d
mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli
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Figura 13. Teste de antagonismo em placas de APT contra S.
mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.

Figura14. T

S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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Figura 15. Teste de antagonismo em placas de HS contra S. mutans,

S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.

Figura 16. Teste de antagonismo em placas de HS contra S.

mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.



Figura 11. Teste de antagonismo em placas de HS contra S. mutans,
S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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Figura 12. Teste de antagonismo em placas de APT contra S.

mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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Figura 13. Teste de antagonismo em placas de APT contra S. mutans,

S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.

Figura 14. Teste de antagonismo em placas de APT contra S.

mutans, S. entericca, K. pneumoniae, B. cereus, S. aureus e E.coli.
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