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Sumério: Os graos de kefir sdo constituidos de bactérias acido-lacticas, &cido-
acéticas e leveduras imersas em matriz proteica e polissacaridica. Estes
microrganismos sao responsaveis pela producdo de bebidas fermentadas.
Atualmente, estudos demonstram que o consumo regular deste fermentado
proporciona beneficios a salde associados a microbiota. Assim, realizou-se a
contagem de microrganismos presentes nas amostras e colimetria, avaliou-se a
acao antimicrobiana contra bactérias patogénicas a saude humana (E. coli, S.
Enteritidis, S. aureus, B. cereus e L. monocytogenes) em ensaios de antagonismo
em placa e as propriedades fisico-quimicas das bebidas fermentadas a partir de
graos de kefir artesanais (K1C, K3F e K4l) e suas fracdes (soro e extrato) e
comparou-se com um produto comercial. A contagem de microrganismos da
amostra K3F apresentou maior concentragdo de psicrotréficos (5,4.107 UFC.mL™1),
a K1C de leveduras (1,3.107 UFC.mL™1), a K4l de mesdfilos (2,1.108 UFC.mL?) e
de bactérias acido-lacticas (2,7.10° UFC.mL1). As propriedades fisico-quimicas
relevantes foram: glicidios (3,44 %), lipidios (2,87 %) e proteinas soltveis (0,353
%) da bebida comercial; acidez (0,995 % de acido lactico) e proteinas totais (3,58
%) da K1C; e pH da bebida K3F (4,51). Assim, associou-se 0 maior conteudo de
acidez, lipidios e proteinas das amostras a elevada inibicdo das bactérias testadas.
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INTRODUCAO

A valorizacdo de alimentos saudaveis com propriedades nutricionais e
terapéuticas é conhecida had milhares de anos. Um destes é o kefir, com
caracteristicas probioticas e atrativas ao consumo devido a sua composicao fisico-
quimica e sua microbiota constituida por uma associacao simbidtica de bactérias
acido-lacticas, leveduras e bactérias acido-acéticas (TURKMEN, 2017).

Uma interessante funcionalidade do kefir € a capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos patdégenos ao ser humano. Relaciona-se este
efeito, principalmente, as bactérias acido-lacticas com a producéo de substancias
bioativas e de acidos organicos (lactico e acético) (KIM et al., 2016). Determinados
autores analisaram as propriedades fisico-quimicas da bebida produzida pela
fermentacao do leite e relatam que ha diferencas substanciais no teor de proteinas,
carboidratos e lipidios entre kefir elaborado com diferentes leites (SARKAR, 2007).
Existem poucos estudos com o uso direto de bebidas e de suas fracdes (soro e
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extrato) fermentadas de kefir de leite, testadas contra o crescimento de
microrganismos patogénicos. Além disso, em virtude da diversidade da composicao
microbiana presente nos graos de kefir, h4 a possibilidade de diferencas
significativas nos produtos fermentados artesanais e nos comerciais.

Assim, visando analisar a bebida fermentada e suas fragcbes (soro e extrato)
de kefir de leite em comparacdo a bebida comercial, realizou-se contagens
microbianas dos fermentados e avaliou-se a agao antimicrobiana dos fermentados
contra microrganismos relatados em problemas gastrointestinais (Escherichia coli,
Salmonella enterica ser. Enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e
Listeria monocytogenes). Além disso, foram realizados os ensaios fisico-quimicos
(glicidios, lipidios, acidez, pH e proteinas) das amostras com a finalidade de
relacionar essas propriedades com o efeito antimicrobiano das bebidas artesanais
e da comercial.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no periodo de agosto a dezembro de
2019 no Laboratério de Biotecnologia da UERGS - Unidade em Novo Hamburgo.
As amostras K1C e K3F foram adquiridas de consumidores no municipio de Porto
Alegre/RS e a K4l foi doada por uma agroindustria da regido do Vale do Taquari/RS.
O leite usado na fermentacéo foi do tipo UHT semidesnatado da marca Santa Clara
e 0 produto comercial da marca Keiff® integral sem adicdo de acucar, ambos
adquiridos em mercado local.

As etapas de manutencdo e preparo do kefir foram realizadas pela
adaptacdo do método descrito por Santos (2013). A inoculacdo de 5% dos graos
em leite UHT semidesnatado consistiu na fermentacéao lactica por 24 h a 24 °C em
incubadora. ApGs esse periodo, observou-se a coagulacao do leite e procedeu-se
a maturacao por 24 h a7 °C em incubadora. A tamisagem das amostras possibilitou
a aquisicao da bebida fermentada. A partir desta, por centrifugacao a 3300 rpm por
20 min, obteve-se duas fracdes: o extrato (fase sélida) e o soro (fase liquida) de
kefir.

As bebidas fermentadas, segundo Portaria n°101 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), foram submetidas a contagem de
mesofilos, de psicrotréficos, de bactérias lacticas, de leveduras e colimetria
(BRASIL, 1993).

Foram testadas bactérias associadas a problemas gastrointestinais, tais:
E. coli ATCC 25922, S. Enteritidis ATCC 14078, S. aureus isolado clinico, B. cereus
ATCC 14579 e L. monocytogenes ATCC 7644. Os microrganismos foram ativados
em caldo Brain Heart Infusion (BHI) incubados a 37 °C em agitador shaker por 18h
a 120 rpm. Padronizou-se o crescimento em espectrofotdbmetro a 600 nm para 10’
UFC.mL1. Os ensaios do espectro antibacteriano foram avaliados pelo método de
Jacobsen et al., (1999), com adaptacdes. A leitura dos resultados foi realizada pela
medicdo do halo inibitorio ao redor dos indculos de kefir com o auxilio do software
ImageJ.

As propriedades fisico-quimicas das amostras foram determinadas pelos
ensaios de glicidios redutores a glicose, lipidios, acidez titulavel, pH (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008), proteinas soluveis (BRADFORD, 1976) e proteinas totais
(BRASIL, 2014). Ap6s a obtencdo dos resultados, realizou-se a Analise de
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Variancia (ANOVA) e a significancia estatistica pelo teste de Tukey a 5% (p<0,05)
no software Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a Instru¢cdo Normativa (IN) n° 46 do MAPA, a bebida fermentada
de kefir deve apresentar contagem minima de 10* UFC.mL de leveduras e 10’
UFC.mL?! de bactérias acido-lacticas (BALs) (BRASIL, 2007). Assim, todas as
amostras artesanais (K1C, K3F, K4l) e o produto comercial, atenderam a este

critério, conforme Tabela 1.

Segundo a IN n° 46 do MAPA, em relacao a leites fermentados, o limite
maximo de aceitacdo para coliformes é de 100 UFC.mL* e de E. coli é de 10
UFC.mL1. Portanto, os resultados para E. coli indicam condicdes higiénico-
sanitarias adequadas durante a manipulacao e preparo das amostras.

Tabela 1. Resultados de contagem de microrganismos nas bebidas fermentadas de kefir

K1C (UFC.mL%)

K3F (UFC.mL"%)

K4l (UFC.mL?Y)

K. Comercial (UFC.mL™?)

Mesdfilos
Psicrotréficos
Leveduras
BALs

Coliformes totais

E. coli

1,5.10°
1,1.10°
1,3.107
1,1.10°
1,0.108
<10 est**

2,6.108
5,4.107
2,4.106
7,5.108
9,6.10*
<10 est**

2,1.108
1,7.10°
1,2.108
2,7.10°

<10 est**
<10 est**

2,7.107
2,6.107
9,7.104
4,0.107

<10 est**
<10 est**

Obs.: **Nenhuma Unidade Formadora de Col6nia (UFC) detectada.
Fonte: Autoras (2019).

Os resultados do efeito antimicrobiano dos fermentados a partir de graos de
kefir estdo na Tabela 2. Verificou-se que a amostra K3F e K4l, ambas na fracéo
extrato, demonstram maior atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas. Enquanto, K. Comercial apresentou maiores

inibicdes para L. monocytogenes e S. Enteritidis, ambas na fragdo extrato.

Tabela 2. Resultados da atividade antimicrobiana dos fermentados de kefir

Microrganismo

Didmetros de inibicdo (mm)

Ki1C K3F
Soro Extrato Bebida Soro Extrato Bebida
E. coli 21,3+1,7¢° 17,6 + 0,8 21,4 +1,5¢ 16,7 +1,84% 26,7 +1,2¢9 21,6 +1,5f
B. cereus 19,1 +1,7% 24,6 + 2,8f 18,6 +0,7 4 12,8 + 1,220 17,9+1,7¢ 179+1,1¢
S. Enteritidis 13,6 +0,9° 245 + 1 4f 17,6 +0,7¢d 17,3+ 2,4 de 27,1+1,19 25,6 + 2,49
S. aureus 10,2 £ 0,72 10,3 +1,62 19,3 + 1,79 16,5 + 1,7¢cde 13,7 + 1,50 10,7 £ 0,72
L. monocytogenes 14,3 +0,6° 21,3+1,9¢ 15,9+ 1,4 | 16,4 +1,7°% 14,7 +1,7°d 21,0+ 1,7f
K4l K.Comercial
Soro Extrato Bebida Soro Extrato Bebida
E. coli 19,0 + 2,60de 24,0 + 259" 20,2 + 0,8¢f 9,4 +0,6° 8,1+1,2° 14,0 + 2,2de
B. cereus 15,2 + 1,32 26,7 +1,7" 22,8 + 2,0f0 3,9+1,02 14,2 + 1,09 15,2 +1,4¢
S. Enteritidis 19,9 + 1,29 25,3 +1,8%" 25,9 +1,49" 11,3+1,9¢ 29,0 + 1,4h 19,8 +1,0f
S. aureus 17,4 + 1,78abcd 14,7 +1,02 18,5 + 1,9¢de 9,6 + 1,9b¢ 4,4 +0,62 11,8 +1,8f
L. monocytogenes | 16,8 +1,0%¢ 20,2+1,0¢f 17,7 +1,0Pcde | 11 8 +0,8% 255+ 1,6" 16,4 + 1,88

Obs.: Médias com sobrescritos com letras iguais séo estatisticamente similares ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.
Fonte: Autoras (2019).
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As propriedades fisico-quimicas das bebidas fermentadas com maiores
teores foram: glicidios (3,44 %), lipidios (2,87 %) e proteinas soluveis (0,353 %) da
bebida comercial; acidez (0,995 % de acido lactico) e proteinas totais (3,58 %) da
K1C; e pH da K3F (4,51).

Em relacdo aos resultados de glicidios, a bebida K. Comercial apresentou o
maior teor (3,44 + 0,05 %). Este fato, possivelmente, esta associado a producéo de
kefiran. Rodrigues et al. (2005) ao testar o kefiran, produzido por isolados dos graos
de kefir de leite, o relacionou a inibicdo dos microrganismos. Entre todas as
amostras, a acidez foi maior na amostra K1C (0,995 + 0,008 g de acido lactico/100
mL), fato que pode estar relacionado a maior inibicdo de S. aureus. Yuksekda,
Beyatli e Aslim (2004) verificaram que microrganismos isolados dos graos de kefir
inibiram o crescimento de S. aureus.

Em relacdo aos extratos, a maior acidez foi do K. Comercial (0,262 + 0,046
g de acido lactico/100 mL). Assim, possivelmente, L. monocytogenes e S. Enteritidis
sao inibidas devido a producdo de acidos. Segundo Farnworth (2005), acidos
organicos, contribuem para o decréscimo de pH, tornando o crescimento de L.
monocytogenes comprometido. Por outro lado, extrato de K4l e bebida de K1C
apresentaram elevados valores de proteinas entre as amostras testadas, 0,274 %
e 3,58 % respectivamente. Assim, pode-se inferir que a inibicdo de B. cereus e E.
coli pela acdo destas amostras esta associada a producao de proteinas.

A maior e a menor inibicdo de E. coli, possivelmente, ocorreu devido a acdo
do extrato K3F e do extrato de K. Comercial respectivamente. As propriedades
fisico-quimicas, que as amostras apresentaram diferencas significativas, foram no
teor de lipidios, mais elevado para K.Comercial com 2,87 % g/g, € no teor de
glicidios, maior para extrato de K3F (0,50 % g/g). Provavelmente, a potencial
inibicdo de K3F esta relacionada com a producdo mais elevada de acUcares e 0
menor teor de lipidios. Enquanto, a menor acdo de K. Comercial pode estar
associada ao teor mais elevado de lipidios.

CONCLUSOES

Alguns autores relatam a acdo antimicrobiana de kefir tradicionais. No
entanto, ainda ndo ha estudos da inibicdo de bactérias oportunistas relacionando a
acdo de bebida de kefir comercializadas com produtos fermentados de modo
artesanal. Entre as amostras de kefir testadas, a mais promissora foi a K4l, visto
gue apresentou maior contagem de BALSs, inibicdo elevada para as bactérias
testadas e propriedades fisico-quimicas relevantes em relacdo as outras bebidas
artesanais. Possivelmente, a formulacao de produtos comerciais com os graos K4l
apresentariam efeitos benéficos a salde e propriedades atrativas ao consumidor.

Verificou-se que quanto maior o teor de alguns nutrientes, maior é a atividade
antibacteriana observada. Um dos fatores mais relevantes no estabelecimento de
efeito antimicrobiano foi a producdo de acido lactico; pois, verificou-se que em
amostras de extrato, com maior acidez, a inibicdo das bactérias teve seu efeito
intensificado. A aplicabilidade desta pesquisa também pode ser explorada em
outros aspectos, visando formulagdes comerciais. Os principais sao o isolamento e
identificacdo dos microrganismos produtores de compostos bioativos presentes no
kefir de leite e a caracterizacdo das substancias produzidas.
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