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RESUMO

SANTOS, Joéao Paulo Victorin®). Sc., Universidade Federd¢ Vigosa, novembro de
2008Avaliacdo da microbiota de grédosde kefir e atiidade inibidora da
bebida sobre algumas bactérias patogénica®rientadora: Célia Lucia de
Luces Fortes Ferreira. Co-orielot@s: Claudia Lucia d®liveira Pinto e
Mauro Mansur Furtado.

A finalidade deste trabalho de pesquisarealizar contagem dos diferentes
grupos microbianos presentes em gréaos die #e origens diferentes, verificar suas
caracteristicas de morfologia, identificanlesdos de leveduras e avaliar o potencial do
soro de kefir esterilizado por filtragcdo emembrana MILIPORE (membrana em éster
de celulose, 0,22 um de poro, 25 mm dandtro) em inibir o crescimento de
microrganismos patogénicdstaphylococcus aureUATCC 6538) Escherichia coli
(ATCC11229) Salmonella typhimuriurfATCC 6539),ListeriamonocytogeneATCC
15313 eBacillus cereugRIBO 1222-173-S4). O kefir € uproduto lacteo fermentado
feito a partir da inoculacao de graos derkef leite, ou parte da bebida como cultura
inicializadora, resultando em um produto semelhante ao iogurte, porém com
caracteristicas préprias devidoingipalmente, a presenca de £®etanol. Sua origem
€ antiga, estimada em mais de 2.000 ar®@shas montanhas da regido do Caucaso. Os
gréos de kefir avaliados foram obtidos efstdiferentes regidesendo dois do estado
de Minas Gerais (Vicosa e Caratinga) e dmestado de Sdo Paulo (Sdo Paulo). As
amostras de grdos de kefir 1 (Vicosa)firk@ (Caratinga) e kefir 3 (Sdo Paulo),
apresentaram distribuicdo morfolégica méela relacdo a proporcao de cocos, bacilos
e leveduras de (18%, 59% e 23%) respectivamente. As contagens dos grupos
microbianos observadas nas trés amostras apresentaram resultados médios em Log
UFC.mL*para BAA (7,07), Lactobacilos (8,03)actococos (4,76), Leuconostoc (8,18)

e Leveduras (6,55). A identificacdo das leveduisoladas das amostras de gréos de
kefir apresentouCandida kefir, Candida dubliniensis, Pichia ohmexi Candida
zeilanoidescom classificacédo de identificacdo quagiou de boa a excelente utilizando

o kit APl 20 AUX. Todas as amostras ddikavaliadas apresentaram reducédo de no
minimo 30% no crescimento dos patégenos em relacdo ao controle. As maiores
inibicbes ocorreram para a amostra de kefir (2) para o crescimeB@acdieis cereus
(RIBO 1222-173-S4) (86,8%) 8almonela typhimuriunfATCC 6539) (73,05%) e
amostra do kefir (1) para o crescimento Blacillus cereus(RIBO 1222-173-S4)
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(72,88%). O patdégeno que sofreu maior inibigio relacdo as tréamostras de kefir

foi, Bacillus cereus(RIBO 1222-173-S4) apresentando crescimento (76,69%) menor
que o controle. A inibicdo d8taphylococcus auredaTCC 6538) nas trés amostras
avaliadas variou de (42,80%68,15%), para o crescimento Becherichia col(ATCC
11229) a faixa de inibicdo foi de8Q,73% a 59,89%), sendo este patdégeno o que
mostrou a maior diferenca de inibicdo em relacdo as trés amostras d8dtafonela
typhimurium(ATCC 6539) apresentou faixa de inibicdo de (44,99% a 73,05%t¢ria
monocytogenefATCC 15313) de (41,45% a 54,18%PBacillus cereugRIBO 1222-
173-S4) de (70,38% a 86,80%). Essa capacidadaibicdo apresentada € interessante
porque justifica a sua caracterizacdo camimento funcional. Alem disso, a técnica
utilizada no estudo viabiliza a avaliacdo daibie “in vitro”. E a primeira vez que se
utiliza o soro de kefir (bebida) esterilizado em membrana para avaliar essa inibigao,
uma vez que, devido a presenca de polissdaasi na bebida, os testes em placas
impedem a difusédo para os meios de culitawvaabilizando a avaliacéo por essa técnica.
De acordo com os resultados obtidos nesd®alho € possivel concluir que os graos de
kefir das trés diferentes origens avddia possuem caracteristicas microbioldgicas
diferentes e capacidade antagtioa frente a diferentes tdgenos variada, refletindo a
necessidade de se conhecer mais a respesaliversos graos que existem no Brasil e

no mundo.
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ABSTRACT

SANTOS, Jodo Paulo Vicioo, M. Sc., Universidade Heral de Vigosa, November
2008.Evaluation of microbiota of kdir grains and action inhibition of
beverage on some pathogenics bacteriunddvisor: Célia Lucia de Luces
Fortes Ferreira. Co-Advisors: Claudia clai de Oliveira Pinto and Mauro
Mansur Furtado.

The purpose of this study was to count dif@ microbial groups in kefir grains
of different origins; to vefy the morphological charactstics and to identify yeast
strains; and evaluate the potial of kefir serum stdized by membrane filtration
through Millipore filter (celllose ester membrane, pores 0.22 UM, diameter 25 mm) for
growth inhibition of the pathogenic microorganisi@taphylococcus aureuATCC
6538),Escherichia col{ATCC11229),Salmonella typhimuriunfATCC 6539) Listeria
monocytogene$ATCC 15313) andBacillus cereus(RIBO 1222-173-S4). Kefir is a
milk product fermented by the inoculation of kedrains in milk, orof part of the milk
as initiating culture, resulting in a yogurt-likgoduct, but with proper characteristics,
mainly due to the presence of £€@nd ethanol. The origin is ancient, estimated at over
2,000 years BC from the mountains of the Causasgion. Kefir grains from the state
of Minas Gerais (Vigosa and Caratinga) draim the state of SaBaulo (Sao Paulo)
were used here. The morphological distribatof the kefir grain samples 1 (Vicosa), 2
(Caratinga) and 3 (Sao Paulo) was averagelation to the proportion of cocci, bacilli
and yeasts (18%, 59% and 23%, respectivélyg. counts of the microbial groups of the
three samples showed average performance in Log UFEfmi BAA (7.07),
Lactobacilli (8.05), Lactococc{4.76), Leuconostoc (8.18nd yeasts (6.55). Yeast
isolation from the kefir grains samples identifiédndida kefir, Candida dubliniensis
PichiaohmeriandCandida zeylanoide§ he yeasts were classified as good to excellent
by the kit API1 20 AUX. All kefir samples reded the pathogen growth by at least 30%
in comparison to the control. Highest inhitin was observed in sample 2 on the growth
of Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) (86.8%) arshlmonella typhimuriunfATCC
6539) (73.05%) and sample 1 on the growtiBatillus cereugRIBO 1222-173-S4).
Highest inhibition by the three kefir samples was observed in the patiBaygifus
cereus (RIBO 1222-173-S4) with a growtheduction of 76.69% compared to the
control. The inhibition ofStaphylococcus auredq®\TCC 6538) in the three samples
ranged from 42.80% to 69.15%, afmdm 30.73% to 59.89% foEscherichia coli



(ATCC 11229), where the growihhibition range inducetyy the three kefir samples
was greatest. The inhibition range 8&lmonella typhimurium(ATCC 6539) was
44.99% to 73.05%, dfisteria monocytogengsATCC 15313) fromd1.45% to 54.18%
and ofBacillus cereugRIBO 1222-173-S4) from 70.38% 86.80%. This inhibition
capacity is interesting since it characterike$ir as functional food. Furthermore, the
beverage can be evaluated Vitro" by the technique used here. It is the first time the
kefir serum (beverage) was sterilized in meane to evaluate thishibition, since, due
to the presence of polysaccharides, the spoédade medium is impeded in plate tests
hampering the culture evaluation by this tegei. Based on the results of this study it
was possible to conclude thdte kefir grains from thehree different origins have
different microbiological characteristicsé antagonistic capacity towards different
pathogens, which points to the need to learmenadout the various grains that exist in

Brazil and around the world.



1- INTRODUCAO

Kefir ¢ um produto lacteo fermentado feito a partir da inoculacdo de
graos de kefir em leite ou parte da bebida como cultura inicializadora  que resulta em
uma bebida semelhante ao iogurte, porém com caracteristicas proprias associadas,

principalmente, a presencga de CO; e etanol.

Sua origem ¢ antiga, estimada em mais de 2.000 anos a.C nas montanhas da
regido do Caucaso. As tribos mugulmanas desta regido consideravam os graos de kefir
um presente de Ala e mantinham como tradigdo a passagem desses graos apenas aos
familiares proximos. A saude e longevidade desses povos foram atribuidas ao consumo
freqliente de kefir, o que despertou o interesse de médicos russos pelo produto no fim do
século XIX. Hoje, varios paises como Canadd, Russia, EUA e Franga consomem o
produto de forma industrializada e outros como Brasil, Argentina, Africa do Sul,

Portugal e Espanha tem o héabito de producao e consumo do kefir artesanal.

A principal caracteristica do kefir ¢ a presenga de uma microbiota
diversificada composta por Lactobacilos Lactococos bactérias do acido acético,
leveduras dentre outros microrganismos, mantidos juntos pela matriz de polissacarideos,
proteinas e gorduras que formam os seus graos. As leveduras presentes conferem um
carater diferenciado ao produto, ndo s6 pelo aroma, mas pela producdo de vitaminas do
complexo B e sua atuacdo no produto mesmo refrigerado, com producio de etanol e

CO,.

Kefir ¢ considerado um alimento funcional em funcdo dos diversos
beneficios a saide que lhe sdo atribuidos, tais como, capacidade de reduzir a
intolerancia a lactose, inibir o crescimento de tumores cancerigenos, reduzir as
concentragdes de colesterol LDL além de estimular o sistema imunoldgico, inibir o

crescimento de microrganismos patogénicos, dentre outros.

Os microrganismos presentes no kefir produzem diversas
substancias antimicrobianas como perdxido de hidrogénio, 4acidos organicos e
bacteriocinas, capazes de inibir o crescimento de patdgenos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella Typhimurjlisteria monocytogenes Bacillus

cereus



Os objetivos desta pesquisa foram quantificar grupos microbianos
presentes em graos de kefir de diferentes origens, identificar leveduras e avaliar o
potencial do kefir em inibir o crescimento de bactérias patogénicas. Este estudo
contribuird para o melhor entendimento da composi¢do microbiana dos graos de kefir,
utilizados para produgdao artesanal no Brasil, o que servird de base para futuras

pesquisas voltadas para o setor industrial.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia do Kefir

A palavra kefir ¢ de origem turca, derivada de “keif”, que significa sentir bem.
A origem da bebida ¢ estimada em mais de 2000 anos a.C nas montanhas do Caucaso na
Russia, entre o mar Negro e o mar Caspio (Figura 1). As tribos desta regido o
consideravam um presente de Ald e por isso ndo permitiam que outros povos,
principalmente ndo mulgumanos, tivessem acesso a ele, o que fez com que o
conhecimento a respeito deste alimento ndo fosse difundido durante muitos anos,

(GORSKI, 1994) .

No fim do século XIX uma expedi¢dao Russa foi a esta regido com a finalidade
de conseguir os graos de kefir e utiliza-los no tratamento da tuberculose em casas de
saude, pois ja se falavam em propriedades “milagrosas” atribuidas ao produto. Em 1908
o produto chegou a Moscou e dai por diante foi se difundindo para outras regides,

(GORSKI, 1994).

Ao longo dos anos, o consumo do kefir foi restrito a produgdes por aqueles
individuos que possuiam os grdos em suas residéncias e os utilizavam repetindo o
processo, sucessivamente. Comercialmente, o produto ¢ encontrado em paises como a
Russia, Turquia, Estados Unidos, Canadd e Franga, (POWELL, 2006). No Brasil ndo ¢

encontrado comercialmente e seu uso ¢ restrito a produgdo artesanal.

2.2 Kefir bebida

Kefir ¢ uma bebida refrescante, com um sabor ligeiramente &cido e
consisténcia cremosa. Pode ser produzida a partir de leite de vaca, cabra, ovelha, camelo
ou bufalo (ABRAHAM e DE ANTONI, 1999), pode ser fabricado com leite

pasteurizado integral, semi-desnatado ou desnatado.
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Figura 1: Regido do Caucaso.

Fonte: http://geocities.yahoo.com.br/kefirbrasil/Fazendo Real Kefir.htm

A composicao nutricional e o sabor do kefir variam em fung¢ado de fatores como
a origem dos graos, teor de gordura do leite, condi¢des de fermentacdo e maturacao. O
kefir possui um pH que varia de 4,2 a 4,6, etanol entre 0,5 e 2,0 % (v/v), acido lactico
de 0,8 a 1,0 % (m/v) e dioxido de carbono entre 0,08 a 0,2 % (v/v) (SALOFF-COSTE,
1996). Contém ainda os acidos férmico, propionico, succinico e acético, além de
acetaldeido e diacetil. O teor de lactose diminui e de b-galactosidase aumenta durante a
fermentagdo. H4 também um pequeno aumento na protedlise, levando a um maior

nimero de aminodacidos livres (ZUBILLAGA et al, 2001).

Kefir pode ser produzido a partir dos graos ou a partir de uma
cultura “starter”, que consiste em uma parte da bebida. Os graos ou a bebida sdo
adicionados, 5 % ou 3 % respectivamente, ao leite, mantido por 18 horas a temperatura
ambiente ou até a coagulacdo. Quando os graos sdo utilizados no processo eles devem
ser recuperados empregando-se peneira. O produto coagulado ¢ resfrigerado de 6° C +
2° C, por 24 a 48 horas para indugdo da fermentacdo alcoolica que acumularda CO,,
etanol e vitaminas do complexo B, apds o que, o produto podera ser consumido. As

leveduras modificam as caracteristicas do produto mesmo sob refrigeracdo o que limita



a sua vida de prateleira. Os graos de kefir recuperados podem ser lavados em agua

filtrada e reutilizados em uma nova fabricacdo, (PINTADO et al, 1996).

O CO; produzido confere efervescéncia ao produto, melhora suas
caracteristicas de refrescancia, porém em embalagens flexiveis provoca estufamento, o
que pode ser confundido com deterioragdo ou condigdes precarias de higiene. Para
contornar esse problema ¢ necessaria a selecdo dos graos de kefir para produgdo da
bebida que produza quantidades mais baixas desse géis, além de embalagens mais
adequadas ao tipo de produto (IRIGOYEN et al, 2005).

No Brasil, o kefir ndo é comercializado e é encontrado apenas em residéncias
que o produzem artesanalmente, ao passo que em outros paises ¢ disponibilizado
industrialmente como o Activia Kefir na Russia e Kefir Libert¢é no Canada e Franga

(Figura 2).

Figura 2: Kefir Liberté

Fonte: www.liberte.qc.ca/en/page.ch2?uid=kefir22

2.3 Graos de Kefir

Os graos de kefir possuem forma gelatinosa irregular de 1 a 2 cm de diametro
com aparéncia de couve flor (Figura 3), coloracdo levemente amarelada e sdo insoluveis
em agua. Normalmente sdo utilizados para fermentar o leite e produzir a bebida que sera

consumida sem os graos (WITTHUN et al, 2004).



Figura 3: Graos de kefir.

Fonte: www .kefirbrasil.com.br

Esses graos contém em sua matriz variados grupos de microrganismos em
relagdo de simbiose, que por meio de crescimentos em tempos e condigdes diferentes,
formam uma bebida com caracteristicas proprias de aroma, sabor e textura.

A composi¢ao dos graos de kefir mantidos em leite desnatado ¢ apreseantada
na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo dos graos de kefir mantidos em leite desnatado.

Componente (%)
Umidade:
90,1 %
Gordura: 0,2 %
Cinza: 0,7 %
Carboidratos: 6,0 %
Proteinas: 3,0%

Fonte: Garrote et al, 2001.

Assadi et al (2000) realizaram estudos comparativos sobre a producdo de
bebida fermentada com microrganismos isolados de kefir e graos de kefir concluindo

que os graos de kefir conferiam a bebida as suas caracteristicas mais desejaveis de cor,



textura, flavor, acidez, efervescéncia e viscosidade. O objetivo do estudo era eliminar os
graos do processo produtivo e facilitar a elabora¢do do kefir industrial, porém
concluiram que a utilizagdo dos graos para iniciar a fermentagdo era essencial para o
formagao do produto caracteristico.

Os graos de kefir quando nao forem usados para uma nova producao imediata
podem ser mantidos em geladeira entre (5 e 10° C, por 8 a 10 dias em 4gua filtrada, ou
podem ser preservados por congelamento a —20° C em leite desnatado reconstituido

(LDR), a 10% e adi¢do de 20% de glicerol, por um periodo de até oito meses.

2.4 Kefiran

Kefiran ou kefirana (Figura 4) ¢ o principal polissacarideo encontrado nos
grios do kefir, sua presenga confere maior viscosidade a bebida. E produzido por, Lb.
Kefiranofaciens e Lb. Kefirhomofermentativos. Esse polissacarideo ¢ também
responsavel por manter a microbiota variada presa a matriz que serda multiplicada,
perpetuando assim a microbiota presente ao redor dos graos (SANTOS et al, 2003).

Sua estrutura ¢ formada por quantidades aproximadamente iguais de residuos
de D-Glicose e D-Galactose e constituem de 24 % a 25 % (m/m) do peso seco do grao
de kefir.

H CHaOH
oH (HOH

CHyOH

Figura 4: Estrutura do polissacarideo, kefiran.

Fonte: www .kefirbrasil.com.br

Lactobacillus kefiranofacieng identificado como o principal produtor do
polissacarideo kefiran em kefir seguido pelo Lactobacillus kefirem quantidades
menores (FUJISAWA et al, 1988; REA et al, 1996).



2.5 Microbiota presente nos graos de kefir

De acordo com Ferreira (2005) as bactérias do acido latico (BAL) constituem
0 grupo mais importante de microrganismos na produ¢do de alimentos por terem a
capacidade de atuar em diferentes substratos.

Os diferentes microrganismos presentes nos graos de kefir
estardo ativos em fases distintas da fermentagdo. Espécies de Lactococcusirio se
desenvolver primeiro fazendo com que a acidez aumente durante as primeiras horas da
fermentacdo. A acidez mais alta propicia condigdes para o crescimento de
Lactobacillus.As leveduras, bactérias do acido acético e as produtoras de aroma tém
um crescimento mais lento e irdo conferir as suas caracteristicas ao produto ao longo da
sua maturagdo, que ocorre na fase de refrigeracdo (REA et al, 1996). A morfologia
variada de microrganismos presentes na superficie do grdo de Kefir é apresentada na

Figura 5.

Figura 5: Superficie dos grdos de kefir observada por Microscopia Eletronica de

Varredura.

Fonte: Rea et al, 1996.



Os principais microrganismos presentes nos graos de kefir estdo apresentados na

tabela 2.

Tabela 2: Microrganismos associados aos graos de kefir.

Microrganismo Referéncias*
Enterococcus durans a,b
Lactobacillus acidophilus c,d, e, f
Lactobacillus brevis c,d,e, g
Lactobacillus buchneri h
Lactobacillus casei

subsmlactosus a,c,d, i

subsprhamnosus a,c, j

subsppseudoplantarum g1

subsptolerans 1
Lactobacillus cellobiosus a,c,d
Lactobacillus delbrueckii

subspbulgaricus a;d, g,j

subsp. lactis a,c,m
Lactobacillus fermentum I, m
Lactobacillus gasseri 1
Lactobacillus helveticus

subspjugurti c,d,]j

subsplactis a
Lactobacillus kefir a,b,d, f, n,o
Lactobacillus kefiranofaciens a,d, f,n
Lactobacillus kefirgranum p
Lactobacillus parakefir 0,p
Lactobacillus plantarum d, o

continua...

* (a) Marshall, 1993; (b) Yuksekdag et al, (2004) ; (c) Libudzisz e Piatkiewicz, (1990);
(d) Kwak et al, (1996); (e) Marshall, (1987); (f) Santos et al, (2003); (g) Simova et al,
(2002); (h) Iwasawa et al, (1981); (i) Kurmann et al, (1992) ; (j) Koroleva, (1988); (1)



Angulo et al, (1993) ; (m) Withuhn et al, (2004) ; (n) Pintado et al, (1996); (o) Garrote,
(2001); (p) Takizawa et al, (1994); (q) Saloff-Coste, (1996); (r) Mann, (1979); (s)
Garrote et al., (1997); (t) Lin et al, (1999) ; (u) Kaufmann, (1997); (v) Liu e Moon,
(1983); (x) Streinkraus, (1996); (y) Brialy et al, (1995).

Tabela 2: Microrganismos associados aos graos de kefir.
Lactococcus lactis

subsp cremoris a,c,d,j

subsp lactis a,d, m,n, 0

subsp Lactis biov.diacetylactis a,c,d, o
Leuconostoc kefir d

Leuconostoc mesenteriodes

subspcremoris a, c
subspdextranicum c,d,]
subspmesenteriodes a,d, m

Streptococcus salivarius
subspthermophilus a,c,d, g
Weissella viridescens 1

Bactérias do Acido Acético

Acetobacter aceti a,i,j
Acetobacter rasens a, j
Leveduras
Brettanomyces anomalus r,s,t
Candida friedricchii r,s,t
Candida holmii a,mt,s,t
Candida kefir a, c,e,m
Candida pseudotropicalis a,c,n
Candida tenuis n
Candida valida r,s,t
Cryptococcus kefyr d,j,u, v
Kluyveromyces bulgaricus a, c
continua...

* (a) Marshall, 1993; (b) Yuksekdag et al, (2004) ; (c) Libudzisz e Piatkiewicz, (1990);
(d) Kwak et al, (1996); (e) Marshall, (1987); (f) Santos et al, (2003); (g) Simova et al,
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(2002); (h) Iwasawa et al, (1981); (i) Kurmann et al, (1992) ; (j) Koroleva, (1988); (1)
Angulo et al, (1993) ; (m) Withuhn et al, (2004) ; (n) Pintado et al, (1996); (o) Garrote,
(2001); (p) Takizawa et al, (1994); (q) Saloff-Coste, (1996); (r) Mann, (1979); (s)
Garrote et al., (1997); (t) Lin et al, (1999) ; (u) Kaufmann, (1997); (v) Liu e Moon,
(1983); (x) Streinkraus, (1996); (y) Brialy et al, (1995).

Tabela 2: Microrganismos associados aos graos de kefir.
Kluyveromyces fragilis duv

Kluyveromyces lactis a,c,d

Kluyveromyces marxianus

subspmarxianus a, d,]

subsp bulgaricus duv
Pichia fermentans r,s,t
Saccharomyces carlsbergensis c,d,n
Saccharomyces cerevisiae d,e, g j,m
Saccharomyces delbrueckii X
Saccharomyces florentinus C,y
Saccharomyces globosus C
Saccharomyces kefir d
Saccharomyces lactis n
Saccharomyces lipolytic r,s,t
Saccharomyces unispores c
Torula kefir d
Torulaspora delbrueckii c,e,j
Torulopsis holmii X

Fonte: Adaptado de Powell, 2006.

* (a) Marshall, 1993; (b) Yuksekdag et al, (2004) ; (c) Libudzisz e Piatkiewicz, (1990);
(d) Kwak et al, (1996); (e) Marshall, (1987); (f) Santos et al, (2003); (g) Simova et al,
(2002); (h) Iwasawa et al, (1981); (i) Kurmann et al, (1992) ; (j) Koroleva, (1988); (1)
Angulo et al, (1993) ; (m) Withuhn et al, (2004) ; (n) Pintado et al, (1996); (o) Garrote,
(2001); (p) Takizawa et al, (1994); (q) Saloff-Coste, (1996); (r) Mann, (1979); (s)
Garrote et al., (1997); (t) Lin et al, (1999) ; (u) Kaufmann, (1997); (v) Liu e Moon,
(1983); (x) Streinkraus, (1996); (y) Brialy et al, (1995).
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As formas predominantes da microbiota dos graos de kefir estdo indicadas no

Quadro 1 (ANGULO et al, 1993).

Quadro 1: Formas predominantes da microbiota do grao de kefir.

Morfologia - %
Bacilos - 62%a69 %
Cocos - 11%al2%
Leveduras - 16%a20%

Fonte: Angulo et al, 1993,

2.6 O papel da BAL e leveduras em produtos lacteos fermentados

2.6.1 BAL

Bactérias do acido latico (BAL) constituem um dos mais importantes grupos de
microrganismos com capacidade de transformar diversos substratos tendo como
resultado produtos mais favoraveis aos interesses do homem, que podem aumentar a
durabilidade, conferir seguranca alimentar, promover beneficios a saide e modificar as
caracteristicas sensoriais (FERREIRA, 2005).

Estdo presentes em ambientes nutricionalmente ricos, como vegetais, leite e
carnes, possuem caracteristicas comuns: sao Gram positivas, ndo esporuladas e catalase
negativas, apesar de algumas espécies poderem produzir uma pseudocatalase. Além
disso, apresentam forma de bacilo ou coco, quase sempre ndo possuem motilidade, sdo
fermentadoras de agucar, produzem principalmente acido latico e podem ser divididas
em homo e heterofermentativas. As homofermentativas convertem a glicose a
praticamente um produto, o acido latico, enquanto as heterofermentativas produzem
também outros compostos como didxido de carbono e acido acético.

As bactérias laticas fazem parte de um dos mais importantes grupos produtores
de acido latico em alimentos industrializados que correspondem as espécies dos géneros
Lactobacillus StreptococcusLactococcus Leuconostoc Pediococcus Vagococcus

Aerococcus Tetragenococcus, Carnobacteriuen Atopodium (ALEXANDRE et al,
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2002). Em produtos como queijos, auxiliam na coagulagdao e formacao de aromas, em
iogurte promovem o abaixamento do pH do leite e modificam beneficamente as
caracteristicas sensoriais e de textura. No kefir atuam na etapa de fermentacdo a
temperatura ambiente ¢ produzem acido latico, aroma e foram um ambiente mais
favoravel ao crescimento das leveduras na etapa de maturacdo. Varios beneficios sao
associados aos produtos lacteos fermentados como regulagdo das fungdes intestinais,
possibilidade de consumo por individuos lactose intolerantes, estimulagdo do sistema

imunolégico, recomposi¢ao da microbiota intestinal dentre outros (JAY, 2005).

2.6.2 Leveduras

Levedura, por definicdo, ¢ um microrganismo unicelular, que se reproduz
principalmente por brotamento. Existem pelo menos 80 géneros de leveduras com,
aproximadamente, 600 espécies conhecidas (RAVEN et al, 2001) .

Ao microscopio, leveduras caracterizam-se pela maior dimensdao das suas
células comparadas as bactérias. Crescem em uma ampla faixa de pH entre 3,0 a 9,0, em
até 18 % de etanol e em presenca de 55 % a 60 % de sacarose. As colonias de leveduras
apresentam morfologias variadas e podem apresentar consisténcia cremosa, brilhantes
ou opacas, de cor branca a creme, podem apresentar coloragdo do marfim ao vermelho
(JAY, 2005).

Apresentam grande significado em alimentos, considerando a sua capacidade
de causar deterioragdo ou conduzir a uma fermentagao desejavel. Tradicionalmente e do
ponto de vista econdmico, sao 0s microrganismos mais importantes explorados pelo
homem, usados na produgdo de pao, cerveja, vinho e outras bebidas alcoodlicas, extrato
de levedura, pigmentos e produtos lacteos fermentados (FLEET, 1990; JAKOBSEN e
NARVHUS, 1996).

Leveduras sdo essenciais na fabricacdao de produtos lacteos como
koumis, kefir e laben, atuam principalmente no periodo de maturagdo em temperatura
de refrigeracdo (FERREIRA, 2005).

Segundo a via metabodlica que utiliza, dois subgrupos podem ser observados:
a) leveduras em aerobiose (respiracao aerobica): durante o crescimento em presenca de
oxigénio, menos de 30% da glicose ¢ fermentada. A intensidade respiratoria ¢ alta e a
glicose ¢ degradada em CO, e dgua, o que resulta em alto rendimento energético; b)
levedura em anaerobiose (fermentagdo anaerobica): durante o crescimento em presenca

de oxigénio, grande parte da glicose ¢ fermentada, acima de 90 %, a intensidade
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respiratoria ¢ baixa e os glicidios, incompletamente oxidados a etanol. O rendimento
energético ¢ pequeno e o crescimento ¢ frequentemente mais lento que no caso
precedente. Pode-se observar, na Figura 6, as vias metabolicas utilizadas pelas leveduras

em aerobiose e em anaerobiose (LARPENT et al, 1991).

Respiragdo Aerdbica Fermentagdo Anaerdbica

Glicose-6-fosfato

Glicose-G-fosfato
TriusTosfam

Piruvato

NADH

Firuvato l
¢ mitocondria

Clelo do Acido CRrico
Fosforiiagds Culdativa

co,  ATP

co,
Oxigénio

Oxaloacetato

Cco,

Figura 6. Vias metabdlicas das leveduras em aerobiose e anaerobiose.

Fonte: Larpent et al, 1991.

2.7 Beneficios associados ao kefir e microrganismos isolados
Kefir tem sido usado por muitos anos na Russia para tratamento de varios

tipos de enfermidades e sdo atribuidas a ele varias propriedades funcionais
(ZUBILLAGA, 2001). Dentre essas propriedades sao citadas o retardamento de tumores
cancerigenos (MUROFUSHI et al, 1983; HOSONO et al, 1990), ativagdo do sistema
imunolégico (OSADA et al, 1994; VINDEROLA et al, 2005), possibilidade de
consumo por individuos lacto-intolerantes, combate a infecgdes intestinais e outros.

Em estudo recente foi demonstrado que Lactobacillus kefipode interagir com
a Salmonella Enteritidis antagonizando a adesdo e a invasdo as células epiteliais
(GOLOWCZYC et al, 2007). Atividades antibacterianas, antifungicas e antitumorais
também foram atribuidas aos grios de kefir em estudos realizados em ratos
(CERIKBAS e YEMNI, 1994).

Kefir apresentou atividade antimicrobiana, in vitro, sobre uma grande
variedade de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e alguns fungos (SALOFF-
COSTE, 1996; GARROTE et al, 2000). Bactérias patogénicas como Shigella e

Salmonellanao apresentaram crescimento em bebida fermentada por grdos de kefir
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(Koroleva, 1988). Lactobacillusacidophilusisolados de kefir, apresentaram atividade
inibitoria sobre varios microrganismos Gram-positivos e Gram negativos (GILLILAND
e SPECK, 1977, APELLA et al, 1992; GUPTA et al, 1996). Dentre diferentes
microrganismos isolados do kefir, Lactococcuse bactérias do acido acético (BAA)
foram os que apresentaram maior efeito inibitério sobre coliformes (VAN WYK, 2001),
apresentando também atividade inibitoria sobre Staphylococcus aureuBacillus cereus
Clostridium tyrobutyricune Listeria monocytogenes

Leveduras como as Torulaspora, isolada do kefir, possuem atividade
antimicrobiana contra bactérias do grupo coliformes (Koroleva, 1988; Naidu et al,
1999).

Apesar da causa da inibicdo dos microrganismos patogé€nicos nao ser
totalmente clara, BAL inibem a aderéncia, multiplicacio e agdo patogénica de
microrganismos invasivos (SAAVEDRA, 1995). Os mecanismos antagonisticos de
BAL podem incluir a atividade de 4cidos organicos, peréxido de hidrogénio
(SHAHANI e CHANDAN, 1979, JUVEN et al, 1992), diacetil, bacteriocinas ¢ outros
compostos (HELANDER et al, 1997).

Shiomi et al (1982) foram os primeiros pesquisadores a apresentarem um
relatorio sobre os efeitos antitumorais de um polissacarideo solivel em dgua de peso
molecular 1.000.000 Da, isolados de graos de kefir. O polissacarideo inibiu o
crescimento de Ehrlich Carcinoma ou Sarcoma comparado ao controle que eram
camundongos que ndo receberam polissacarideos derivados de kefir.

Murofushi et al (1983) estudaram o efeito dos polissacarideos encontrados nos
graos de kefir sobre a inibicdo do crescimento de tumores cancerigenos em ratos e
sugeriram que esses polissacarideos estimulam o crescimento das células de defesa do
organismo.

Giliven et al (2003) apoOs pesquisa realizada com ratos, propuseram uma
alternativa sobre a forma de como o kefir protege os tecidos. Esses autores mostraram
que camundongos expostos ao tetracloreto de carbono, hepatotoxina para induzir a um
dano oxidativo, tiveram os efeitos destes diminuidos pelo consumo constante de kefir, o
que indicou que a bebida estaria agindo como um antioxidante. Além disso, kefir foi
mais eficaz do que a vitamina E, conhecida por ter propriedades antioxidantes, para
protecdo contra danos oxidativos.

Vérios pesquisadores observaram os beneficios do kefir no

auxilio da digestaio (GONCHAROVA et al, 1979; SUKHOV et al, 1986; CARDOSO et
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al, 2003). Um dos beneficios foi a sua acdo sobre o transito intestinal de ratos, onde
uma suspensdo a base de kefir produziu um estimulo 65,4 % superior ao do grupo
controle (CARDOSO et al, 2003).

Segundo Giiven et al (2003) o leite fermentado com os graos de kefir tém um
efeito antioxidante similar ao da vitamina E ou tocoferol, para redugdo da peroxidagao
lipidica.

Parte da populacio mundial ¢ incapaz de digerir lactose, associado a
insuficiéncia de producdo de B-galactosidase ou lactase, (ALM, 1982). Estudos em
humanos foram realizados na Universidade de Ohio no EUA com objetivo de
comprovar o efeito da bebida a base de kefir em promover digestdo da lactose em
individuos lacto-intolerantes e os resultados indicam que a bebida pode ser utilizada
para promover esse beneficio por conter uma microbiota capaz de produzir lactase
(VRESE, 1991 e HERTZLER et al, 2003).

Efeitos positivos em relacdo ao consumo de kefir e a redugdo nas
concentragdes de colesterol foram observados. Varias hipoteses foram propostas para o
eventual mecanismo de a¢do empregado pelas bactérias para reduzir as concentragdes
de colesterol. Vujicic et al (1992) mostraram que graos de kefir da Tugoslavia, Hungria e
da regido do Caucaso foram capazes de assimilar colesterol do leite quando incubados a
20 °C durante 24 h, reducoes de até 62 %, ou incubados e armazenados a 10 °C durante
48 h, reducdes de at¢ 84 %. Esses autores defenderam que kefir possui sistema

enzimatico colesterol-degradante.

2.8 Substancias inibidoras produzidas por kefir

Kefir, em fun¢do de sua microbiota constituinte, sdo produzidas variadas
substancias inibidoras que atuam sobre microrganismos patogénicos com frequéncia
associados a doengas de origem alimentar (HELANDER et al, 1997). Microrganismos
isolados de kefir possuem capacidade de inibir Staphylococcus aureus, E. coli, Listeria

monocytogenea]ém de outros patégenos (AROUTCHEVA et al, 2001).

2.8.1 Acidos orgéanicos

O abaixamento do pH no kefir, causado pelo acumulo de 4cidos organicos
como acido latico, produzido principalmente por BAL, resultou em atividade inibitéria

sobre bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas (NAIDU et al, 1999).
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As formas nao dissociadas dos 4cidos latico e acético penetram na
membrana celular e promovem acidificagdo do citoplasma, degradacdo de enzimas, o
que provoca acimulo de sais associados a modificagdo da permeabilidade da membrana
(PIARD e DESMAZEAUD, 1991). Esses acidos foram capazes de inibir o crescimento
de E. coli (GARROTTE et al, 2000) ¢ B. cereus ROSSLAND et al, 2005).

Garrote et al (2000) mostraram que o leite adicionado de 4cido lactico ou de
acido lactico acrescido de acido acético nas concentracdes encontradas no kefir possui
atividade inibitoria sobre E. coli. Os autores concluiram que os acidos organicos
produzidos no kefir durante a fermentacdo poderiam ter propriedades bacteriostaticas

importantes at¢ mesmo nas fases iniciais da fermentagao do leite.

2.8.2 Perodxido de hidrogénio

Peroxido de hidrogénio ¢ um metabdlito produzido por variadas espécies de
BAL e contribui com o efeito antagonistico sobre microrganismos patogénicos € assim
auxiliam na preservagao de alimentos (HELANDER et al, 1997).

As bactérias lacticas produzem peroxido de hidrogénio como mecanismo de
protecdo frente ao oxigénio, pela agdo das oxidases ou NADH peroxidases. O actimulo
de perdxido de hidrogénio nos produtos fermentados ocorre em fungdo do fato das BAL
ndo possuirem a enzima catalase necessaria para sua degradagdo. A agdo bactericida
desse composto ¢ atribuida ao seu efeito altamente oxidante, mediante a peroxidag¢do
dos lipideos da membrana e a destruicdo da estrutura béasica molecular das proteinas
celulares (Dahl et al, 1989).

Yiiksekgag et al (2004) realizaram pesquisas com 21 cocos isolados de kefir
turco sendo Lactococcus cremoris(11), Lactococcus Lactis(4), Streptococcus
thermophilus(3) e Enterococcus duran€) e encontraram capacidades diferentes de
producdo de perdxido de hidrogénio entre esses isolados. Dois isolados de Lactococcus
Lactis produziram maior concentragdo de peroxido atingindo 0,17 pg/mL em leite
desnatado esterilizado, tendo sido também os mais eficazes em inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus, E. celPseudomonas aeruginodétre os 21 microrganismos
testados 10 ndo produziram perdxido e ndo mostraram capacidade de inibi¢cdo para E.

coli e Pseudomonas aeruginogayrém inibiram Staphylococcus aureus

2.8.3 Diacetil e acetaldeido
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O diacetil ¢ um composto produzido por bactérias lacticas que tém a
capacidade de fermentar o citrato como Leuconostoc mesenteroidaghsp. cremorise
Lactococcus lactisubsp. Lactis biov. diacetylactigNAIDU, 1999), além de ser o
produto final do ciclo da fermentacdo butanodidlica, que ocorre num dos destinos do
piruvato (DAESCHEL, 1989).

Archer et al (1996) relataram a inibicdo da SalmonelaTyphimuriumem
concentragdes subletais de diacetil. A concentracdo de 0,2 mg/mL de citrato ¢ exigida
para atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram negativas e leveduras, enquanto que
a concentracao de 0,3 mg/mL ¢ necessaria para a inibicao bactérias Gram positivas de
origem nao lactea (JAY, 1982; PIARD e DESMAZEAUD, 1991)

Acetaldeido ¢ produto do metabolismo de BAL como S. thermophillus,
Lactococcus, Lactobacillug Leuconostoc Constitui o principal componente de
“flavor” do iogurte. E formado pela agiio de enzimas que catalisam rea¢des a partir de
carboidratos, proteinas e alguns precursores de acidos nucléicos. Estirpes de
Leuconostoc mesenteroides. cremorispossuem a enzima desidrogenase alcoolica
capaz de converter o acetaldeido a etanol reduzindo sua concentracio (FERREIRA,
2005).

Em concentragdes de 100 mg/L, acetaldeido inibe S aureus E. coli e S
Typhimurium(KULSHRESTHA e MARTH, 1974 a,b,c).

Yiiksekgag et al (2004) ao avaliarem 21 cocos isolados de kefir turco
constataram que todos produziram acetaldeido em leite desnatado esterilizado, porém a

concentracdo maxima foi de 3, 96 pg/mL.

2.8.4 Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo compostos protéicos que tém atividade letal sobre outras
bactérias. Normalmente as células bacterianas que produzem bacteriocinas sdo imunes a
sua agdo antagdnica e propiciam a bactéria secretora uma vantagem competitiva sobre
outras bactérias no mesmo ambiente ecoldgico (NAIDU, 1999).

Uma hipdtese amplamente aceita sobre o modo de acdo das bacteriocinas
sugere que a sua interagdo com uma célula sensivel ocorre em duas etapas (PLATE e
LURIA, 1972). A primeira corresponde a adsor¢do das moléculas da bacteriocina a um
receptor especifico ou ndo especifico da superficie celular, sendo reversivel por nao

produzir nenhum dano fisioldgico. Na segunda etapa ocorrem mudangas patoldgicas
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irreversiveis por conseqiiéncia das alteragdes bioquimicas, como inibi¢ao de produgao
de energia, biossintese de 4cidos nucléicos e proteinas.

As bactérias do grupo dos lactobacilos possuem capacidade de agir na
degradagdo de proteinas produzindo peptideos com agdo bactericida e podem constituir
em mecanismo de antagonismo do kefir frente a microrganismos patogénicos

(Yiiksekgag et al, 2004).

2.9 Alguns patdégenos associados a doencas de origem alimentar

2.9.1 Escherichiacoli

Bactérias do grupo da Escherichia colisao comumente encontradas no
intestino de homens e animais e até a década de 50 eram reconhecidas como ndo-
patogénicas. Entretanto, certas estirpes podem provocar intoxicagdes, e E. coli foi,
entdo, considerada potencialmente patogénica (OLSVIK et al, 1991).

Embora possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo-fecais,
Escherichia colé o melhor indicador de contaminagdo fecal conhecido até o momento,
entendendo-se por populagdo fecal aquela que, presumidamente, contenha alta
propor¢ao dessa espécie ou seus variantes, provavelmente de origem fecal recente
(RIBEIRO, 1981 e SILVA et al, 1997).

A maioria das estirpes de E. colipresentes no trato intestinal € indcua, a menos
que esteja distribuida em outras partes do corpo humano, como o trato urindrio ou

meninges, neste caso pode causar doencas (HOBBS e ROBERTS, 1998).

2.9.2 Staphylococcus aureus

Estdo incluidos no género pelo menos 27 espécies, dessas, somente seis sao
coagulase positivas e geralmente produzem termonuclease (JAY, 1992). Algumas
espécies coagulase negativas como Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus
simulans, Staphylococcus equirum, Staptgtous lentus, Staphylococcus capiis
Staphylococcus xylosysroduzem toxinas (VERNOZY-ROZAND et al, 1996).

S. aureus sao cocos Gram-positivos, anaerodbios facultativos, apresentam
crescimento a temperaturas entre 7° C e 45 °C, produzem toxinas entre 10 °C e 46 °C,
com 6Otimo entre 40 °C e 45 °C, pH favoravel entre 4,5 ¢ 9,3, com 6timo entre 6,0 e 7,0.

Sao capazes de crescer a valores de atividade de agua entre 0,83 ¢ 0,99 em condigdes
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aerobias, com producao de toxinas a partir de 0,86 e 6timo de 0,99, embora haja relatos
de produgdo a 0,84 (JAY, 1992, MENDONCA et al, 2003). Silva et al, (1997) relataram
que, em geral, S. aureusao se multiplica a temperaturas inferiores a 8 °C, sendo que 10
°C ¢ a temperatura minima para a producdo da toxina e o seu desenvolvimento ¢
controlado em pH menor que 4,3.

A producdo de concentracdes de toxinas necessarias para ocasionar a
intoxicagdo ocorre com 10° a 10° células por grama do alimento, em pH superior a 5,0
(SILVA e GOMES, 2001). Estas toxinas causam sindromes e s3o associadas a surtos de
intoxicacao alimentar e causadoras de complicagdes do sistema auto-imune. As toxinas
estafilococicas representam a familia dos principais grupos sorologicos de toxinas
termoestaveis; elas agem como potentes toxinas gastrintestinais e também como
superantigenos que estimulam a multiplicagdo ndo-especifica das células T (BALABAN

e RASOOLY, 2000).

2.9.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenascorre amplamente no ambiente, podendo ser isolada
do solo, dos fertilizantes organicos, da agua, dos ambientes de processamento de
alimentos e também em diferentes espécies animais (JAY, 1992; HOBBS e ROBERTS,
1998; PAK et al, 2002). Sao definidos como bastonetes regulares Gram-positivos, ndo-
formadores de esporos, catalase positivos. Sdo psicrotroficos, crescem numa ampla
faixa de temperatura que varia, segundo diferentes autores, de 3 °C a 45 °C, com 6timo
entre 30 °C e 37 °C (APHA, 1992; SILVA et al, 1997) e de 1 °C a 45 °C (JAY, 1992).
Sdo anaerobios facultativos, fermentam a glicose com producdo de acido latico, sem
produgdo de gas (SILVA et al, 1997) e apresentam crescimento na faixa de pH entre 5,2
e 9,6 (MENDONCA et al, 2003).

Dentre as espécies de Listeria, L. monocytogeneg inquestionavelmente
patogénica para o homem e, ao contrario da maioria dos patéogenos de origem alimentar,
que geralmente provocam sintomas gastrintestinais, as principais manifestagdes clinicas
de listeriose sdo, inicialmente, semelhantes a um resfriado, com febre baixa e mal estar,
podendo progredir para meningite, meningoencefalite, septicemia, aborto ou parto

prematuro (SILVA et al, 1997).

2.9.4 Salmonella sp
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Bacilos Gram-negativos, anaerdbios facultativos, nao-formadores de esporos,

pH de crescimento entre 4 e 9, com 6timo de 7, temperatura de crescimento entre 7 °C e

47 °C, e A, minima para crescimento de 0,94 (JAY, 1992; MENDONCA et al, 2003).

Representa um grupo de bactérias, compreendendo aproximadamente 2.000 sorotipos,

cuja maioria infecta uma ampla classe de animais e humanos estando disseminada em

paises de clima tropical e subtropical, causando no homem desordem intestinal e febre
por dois a trés dias (SILVA e GOMES, 2001).

Uma vez que a bactéria vive no trato intestinal de diversos seres vivos, o

leite ¢ facilmente contaminado durante a ordenha dos animais. Podendo também ocorrer

a contaminagdo pela adgua durante o processo de higienizacdo de equipamentos e

utensilios (SILVA e GOMES, 2001).

2.9.5 Bacillus cereus

Bacilo Gram-positivo, aerébio facultativo, formador de esporos e produtor de
enterotoxina entérica e emética. Sua diferenciacdo com outras espécies de Bacillus ¢
dada em fun¢do de sua motilidade e de sua atividade hemolitica. Sua dose infectante é
de 10° microorganismos/grama do alimento (JAY, 1992).

A intoxicagdo por B. cereusapresenta distribuicdo mundial, a contaminagao
inicial dos alimentos se d& por esporos. Nos alimentos preparados ou nas sobras
alimentares, mantidas entre 10 °C e 50 °C, ha germinagdo e posterior multiplicacao
bacteriana. A toxinfec¢do ocorre de alimentos contendo células vegetativas de B.
cereus as quais no intestino do homem irdo produzir a enterotoxina responsavel pelo
quadro diarréico.

O agente encontra-se amplamente distribuido na natureza. E isolado
freqlientemente no solo, poeiras, agua, sedimentos, vegetagdo, cereais e pélos de
animais. Esta alta disseminagdo significa que o B. cereust um componente habitual da

microbiota intestinal temporaria do homem.
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3- OBJETIVOS

3.1 Geral
- Avaliar a microbiota de graos de kefir e atividade inibidora da bebida sobre algumas

bactérias patogénicas.

3.2 Objetivos especificos

- Quantificar Lactobacilos, Lactococos, Leuconostoqugsctérias do Acido Acético
(AAB), Leveduras, mesofilos aerdbios totais e Enterococosem diferentes graos de
kefir.

- Avaliar a proporcao bacilos/cocos/leveduras presente nos diferentes graos de kefir.

- Isolar e identificar leveduras nos graos de kefir estudados .

- Avaliar o kefir bebida produzido por estes graos quanto a capacidade de inibigcdo de
microrganismos patogénicos: Staphylococcus aureU\TCC 6538), Escherichia coli
(ATCC11229), Salmonella Typhimurium(ATCC 6539), Listeria monocytogenes
(ATCC 15313) e Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4).
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4. METODOLOGIA

4.1. Origem e manutencio das amostras de graos de kefir
Os graos de kefir avaliados foram obtidos em trés municipios da regido
Sudeste do Brasil, Vicosa (MG), Caratinga (MG) e Sao Paulo (SP), todos de origem

artesanal, Figura 7. Os codigos utilizados para as amostras estdo descritos no quadro 2.

Venezuela
Siryana
Colombia L Y Euriname
-l RR“~ " AaP
E:uuidur 3 -
© AW BA mA  cE B
: ; FI T
L AC : Brasil =PE
"\ RO , Brami | TO 0
pan ) MT BA =
SE
| . GO
/ Bolivia
\ - MG -
| ms S.. | Caratinga
Paraguay sP 1
i ~ LPR R .
Chila Lt sc Vigosa
S RS
Uruguay Sdo Paulo
-.'Argnntinn

Figura 7: Localizacdo das cidades de origem as amostras de graos de kefir.

Fonte: adaptado de www.google.com.br/mapas

Quadro 2: Amostras e codigos utilizados para os graos de kefir.

Amostra/origem Codigo
Kefir Vigosa K1
Kefir Caratinga K2
Kefir Sdo Paulo K3

As trés amostras de graos de kefir foram mantidas em constante ativagdo em

leite integral pasteurizado. Para manutenc¢ao, os graos foram colocados para fermentar o
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leite a temperatura ambiente variando de 20° C a 25° C, até coagulagdo, retirados com
auxilio de peneira, lavados com 4gua destilada e colocados novamente para fermentar
outro leite.

A ativacdo dos grios por trés vezes foi realizada previamente a cada teste
forma microbiana, contagem dos grupos microbianos e antagonismo. Para o teste de
antagonismo utilizando-se a bebida, os graos foram retirados e o kefir estocado sob

refrigera¢do, conforme mostra o Quadro 3.

Quadro 3: Ativagdo dos graos de kefir e produgio da bebida.

LEITE PASTEURIZADO
INTEGRAL

1l

RESFRIAMENTO A TEMPERATURA
AMBIENTE (20 °C A 25 °C)

1l

INOCULACAO DE 5 % DOS
GRAOS DE KEFIR

1l

INCUBACAO 18/24 HORAS, ATE

A 4

COAGULACAO
RECUPERACAO DOS GRAOS INCUBACAO DA BEBIDA
PARA NOVA UTILIZACAO 8°C =2 °C POR 24 HORAS

1l

ESTOCAGEM REFRIGERADA
1°CA8°C

4.2 Contagem dos grupos microbianos

Para determinag@o dos principais grupos microbianos presentes nos graos de
kefir K1, K2 e K3, foram realizados plaqueamentos em meios especificos
(Quadro 4) a partir dos graos de kefir ativos.

Os graos de kefir foram macerados em cadinho de porcelana esterilizado e
diluidos em solugdo salina a 0,90 %, na propor¢do de 1/10, posteriormente, foram feitas

as diluigdes seriais e o plaqueamento. O resultado foi expresso por meio da média de
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trés repetigdes de cada plaqueamento e estas comparadas pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de significancia (Reis, 2006). As diferentes dilui¢des foram feitas em duplicata.

Quadro 4: Meios para contagem dos grupos microbianos do kefir.

Grupo Meio de cultura Incubacio Referéncias
Lactobacilos MRS (Difco)/E 30 °C, 48 h, WITTHUHN et al,
(etanol) anaerobiose 2004.
Lactococos M17 (Difco) 30 °C, 48 h, NINANE et al, 2005.
aerobiose FONTAN et al, 2006.
Leuconostoque MRS (Difco)/V 30 °C, 48 h aerobiose | WITTHUHN et al,
(vancomicina — 2004.
Bergamo) REA et al, 1996.
Bactérias do AAB médium 30 °C, 72 h, GARROTE et al,
Acido Acético (Vetec) anaerobiose 1998.
(AAB)
Leveduras BDA (Difco) 25 °C, 5 dias, LOPANDIC et al,
aerobiose 2006.
Contagem PCA (Difco) 32°C,48h, WITTHUHN et al,
Total aerobiose 2004.
Enterococos KF (Isofar) 30°C, 48 h, GIRAFFA et al,
aerobiose 1997.

4.3 Determinag¢ao das formas microbianas dos diferentes graos de kefir

Para verificagdo das formas microbianas dos graos ativos de kefir K1, K2 e
K3, estes foram macerados em cadinhos de porcelana esterilizado, diluidos em solu¢do
salina a 0,90 %, na propor¢do de 1/10 e submetidos a coloracio de Gram.
BX40)

utilizando-se a objetiva com aumento de 100 vezes. Foram visualizados 10 campos

Posteriormente, foram visualizados ao microscopio Optico (OLIMPUS
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diferentes para cada amostra e realizada a contagem do numero de cocos, bacilos e

leveduras em cada campo.

4.4 Isolamento, caracterizacio e identificacio de leveduras

As leveduras foram isoladas a partir das placas, em meio de cultura BDA
(Difco), pH 3,5 aferido com solugdo estéril de acido tartarico (Vetec) a 10%, utilizando-
se os graos ativos de kefir K1, K2 e K3; sendo selecionadas 15 colonias de cada. As
colonias isoladas foram inoculadas em tubos, 15 mm x 100 mm, contendo caldo BHI(
Difco)). Ap6s crescimento os isolados foram observados ao microscopio ( marca) para
verificagdo da forma microbiana. Os isolados que apresentaram apenas formas
leveduriformes foram estriados em placas contendo BHI-agar (Difco) e separados em
grupos de acordo com o perfil observado de suas coldnias, os demais isolados que
apresentaram formas variadas foram descartados. Para a identificacdo foram utilizados
5 isolados escolhidos aleatoriamente de cada amostra de kefir K1, K2 e K3,
selecionando-se menos 2 representantes de cada grupo com base nas caracteristica das
colonias.

Para identificacdo dos isolados foi utilizado o KIT API® 20 C AUX
(BioMerieux® SA, Marcy-1'Etoile/Franga), seguindo-se as recomendagdes do
fabricante. O Kit API® 20 C AUX contém 19 clpulas plasticas ¢ em cada uma,
diferentes fontes de carbono, além de uma cupula controle (negativo). As cupulas foram
inoculadas com as leveduras e incubadas a 29 °C (+/- 2 °C). A leitura dos resultados foi
feita ap6s 48 h e 72 h de acordo com o protocolo definido pelo distribuidor do KIT
API® 20 C AUX. Realizou-se teste para determinacio da presenca de hifa ou pseudo-
hifa. Este teste ¢ o vigésimo primeiro teste proposto pelo método. A identificagcdo foi
obtida a partir do perfil numérico resultante do somatdrio dos resultados positivos
processados em um programa (Apiweb ™). A base de dados do API® 20 C AUX inclui

45 espécies.

4.5 Teste de antagonismo de kefir esterilizado por filtracao.

O teste para verificagdo da capacidade do kefir esterilizado por filtragdo em
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos foi desenvolvido devido ao fato de
ensaios preliminares terem detectado que metodologias cléssicas utilizando-se

plaqueamentos nao se aplicavam a bebida feita com kefir, possivelmente porque o
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polissacarideo, kefiran, apresenta capacidade de impedir a difusdo de possiveis
substancias antimicrobianas. Optou-se pela utilizagdo de técnica que emprega a
separacdo do soro por aquecimento e filtragdo do sobrenadante (Figura 8).

O kefir elaborado com cada uma das amostras K1, K2 ¢ K3 foi aquecido em
banho-maria, a 50 °C, por 30 minutos. O soro separado foi filtrado em gaze com
algoddo por duas vezes e em seguida, centrifugado (CENTRIFUGA FANEM®
EXCELSA BABY 206-R) a 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi esterilizado a
frio em membrana MILIPORE (membrana em éster de celulose, 0,22 pm de poro, 25

mm de didmetro).

& &

Kefir bebida o Filtracio e o
48 horas de Aquecimento acao ¢ Filtracio em
maturacio Banho-maria Centrifugacio membrana
a8+2°C 50 °C/30 minutos 4'009 rpm estérilada 0,22
15 minutos wm de poro

Figura 8: Processo de obtencao de soro de kefir, esterilizado por filtragao.

O crescimento de microrganismos patogénicos em meio contendo o soro
obtido foi avaliado por espectrofotometria (ESPECTROFOTOMETRO —
SPECTRONIC 20 D+), medindo-se a absorbancia a 600 nm, e comparando-se o seu

crescimento com o controle (Quadro 5).

Quadro 5: Meios utilizados no controle do teste antagonismo.

Meio Descri¢ao

Controle Caldo BHI(Difco) (2,5 mL) adicionado de 4gua destilada
(2,5 mL). O pH foi ajustado com solu¢do de acido
cloridrico (HCI).

K1 Caldo BHI (2,5 mL) adicionado de soro de kefir 1 (2,5
mL)

K2 Caldo BHI (2,5 mL) adicionado de soro de kefir 2 (2,5
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mL)
K3 Caldo BHI (2,5 mL) adicionado de soro de kefir 3 (2,5
mL)
Os patdgenos, Staphylococcus aureUATCC 6538), Escherichia coli
(ATC1229), Salmonella TyphimuriurPATCC 6539), Listeria monocytogeneATCC
15313) e Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4), foram ativados em caldo BHI, por 24
horas, por trés vezes consecutivas, e diluidos (1/10) em solu¢do tampado fosfato para
utilizagdo no teste. O teste foi realizado avaliando-se cada patéogeno separadamente,
cada tubo foi inoculado com 0,05 mL de solugao do patogeno diluido (1/10).

A avaliagao dos tratamentos em relacao ao controle foi realizada em trés testes
separadamente, observando-se as leituras de absorbancia a 600 nm em
espectrofotometro nos tempos de 0 e 8 horas de incubacdo a 37 °C em tubos. As médias
dos resultados de cada kefir em relacdo a cada patégeno foram comparadas pelo teste de

Newman-Keuls ao nivel de 5% de significancia (Reis, 20006).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem dos grupos microbianos presentes nos graos de kefir K1, K2 e K3

As contagens de mesoéfilos aerdbios, bactérias do acido acético (BAA),
Lactobacillus LactococcusEnterococcusLeuconostoe leveduras sao apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3: Contagem de grupos microbianos dos graos de kefir

GRAODE Contagem

KEFIR total BAA Lactobacillus Lactococcus Enterococcus Leuconostoc  Leveduras
1 *8,87a 6,15a 7,40a 7,37a 4,75a 7,65a 6,39a
2 9,37a 7,76b 9,10b 9,21b 4,60a 8,22a,b 6,86a
3 9,50a 7,25b 9,44b 9,34b 4,94a 8,67b 6,39a

Média** 925+0,33 7,07+0,82 8,65+1,09 8,64+1,10 4,76+0,17 8,18+0,51 6,55 +0,27

* média dos resultados em log UFC.mL™" obtidas de 3 repeti¢des.

* as médias das contagens de cada grupo microbiano seguidas por pelo menos uma letra
igual ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.

** médias das contagens das trés amostras de kefir seguidas dos respectivos desvios
padrdes.

Garrote et al (2001) isolaram BAA de quatro diferentes graos de kefir de
origem argentina, usando meio de cultura AAB e encontraram contagens médias de 5,41
log UFC.mL™" , valores que estdo abaixo do encontrado nos grios de kefir avaliados
neste trabalho. Witthuhn et al (2004) encontraram contagens de BAA utilizando meio
AAB em oito amostras de grios de kefir de regides da Africa do Sul com valores que
variaram de 5,6 a 8,23 log UFC.mL™", indicando que diferentes grios de kefir podem ter
contagens variadas de BAA.

Witthuhn et al (2004) observaram contagens para lactobacilosque variaram de
6,04 a 7,62 log UFC.mL™! , utilizando condi¢des semelhantes deste trabalho. Os valores
encontrados apresentaram-se acima desses € mais compativeis com os encontrados por
Irigoyen et al, (2005), porém em seus trabalhos foi utilizado meio de cultura MRS sem
modifica¢des. Resultados variados em trabalhos empregando-se técnicas semelhantes e
amostras de origens diferentes sdo comuns quando se trabalha com graos de kefir.

Irigoyen et al (2005) realizaram contagens de lactococosutilizando M17 ¢
encontraram valores de 8,3 log UFC.mL™" para grios de kefir de origem espanhola,

esses valores aproximam-se do encontrado para os graos pesquisados neste estudo.
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Trabalhos de pesquisa realizando contagem de enterococo®m graos de kefir
nao foram encontrados na literatura porém, Fontdm, 2006, em isolados obtidos de meio
de cultura utilizados para isolar lactococose lactobacilosde graos de kefir, identificou
enterococosentre as bactérias obtidas. Outros trabalhos de pesquisa tem relatado a
presenca de enterococosem graos de kefir ao realizar identificacdo de isolados
(MARSHALL, 1993 e YUKSEKDAG et al, 2004).

Os resultados encontrados para contagem de leuconostoqueos graos de kefir
avaliados, apresentaram valores superiores aos encontrados em pesquisa realizada por
Rea et al, (1996) e Witthuhn et al, (2004), que obtiveram valores que atingiram o
maximo de 7,72 log UFC.mL™.

Garrote et al (1998) e Witthuhn et al (2004) encontraram valores para
contagem de leveduras em grios de kefir de aproximadamente 6,5 log UFC.mL™" ,

valores semelhantes aos observados neste estudo.

5.2 Proporciao cocos/bacilos/leveduras presentes nos graos de kefir.

A composi¢ao das formas microbianas dos graos de kefir 1, 2 e 3 observados
em 10 campos para cada amostra ¢ apresentada no Quadro 6. A propor¢ao média das
formas microbianas dos trés graos de kefir das origens estudadas sdo apresentadas na

Figura 9.

Quadro 6: Formas predominantes da microbiota dos graos de kefir K 1, K2 e K 3.

Cocos Bacilos Leveduras
Campo de
observacao| K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1 K2 K3
1 2 10 0 10 2 20 0 0 0
2 10 2 0 0 20 18 8 0
3 4 10 2 12 25 10 2 2 15
4 3 4 4 20 0 12 4 15 0
5 15 6 5 20 30 0 6 0 10
6 4 0 7 35 15 15 10 20
7 2 0 0 25 16 25 15 16 0
8 0 0 10 30 25 10 5 2 15
9 4 12 12 12 0 0 21 10
10 5 5 6 18 36 30 6 1 0
Média 49 4.9 4,6 18,2 16,9 14,0 7,7 6,6 5,0
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A propor¢ao encontrada nos trés graos de kefir para cocos, bacilos e leveduras
esta de acordo com o descrito por Angulo et al, 1993, em grios de kefir de origem
espanhola. A propor¢do cocos/bacilos/leveduras, pode variar de acordo com a origem
do grio de kefir, porém ¢ comum uma propor¢do maior de bacilos, seguidos por

leveduras e cocos (WITTHUHN et al, 2004).

5.3 Isolamento e identificacao de leveduras

Apo6s verificagdo dos 15 isolados de cada grido de kefir ao microscopio
observou-se que, 6 isolados do kefir 1, 2 isolados do kefir 2 e 5 isolados do kefir 3
apresentavam formas microbianas variadas sendo descartados por ndo estarem puros,
restando os que apresentaram somente leveduras.

A verificacdo das colonias estriadas em BHI, dos isolados puros de leveduras,

apresentou 5 grupos variados, com base na observagao das colonias Quadro 7.

Quadro 7: Perfil das colonias observadas nos grupos:

GRUPO PERFIL NUMERACAO DOS ISOLADOS
K1 K2 K3
1 colénias  mucilaginosas  cor 1,2,3

creme, com leve formagdo de
pigmento avermelhado

2 colénias  mucilaginosas  cor 1,2,3
creme.

3 coldnias pequenas ¢ médias sem 1 4
crescimento  concentrado  ao T
centro.

4 colénias  com  crescimento 2 3.4 56, 5,6,7,8,9, 4,5,6,7,8,
concentrado ao centro e

coloracdo creme. 7,8 10, 11, 12 9,10

5 colénias  mucilaginosas  cor 9 13
creme levemente escuras.

Nas figuras 10, 11, 12, 13 e 14 sao apresentados os perfis dos isolados

separados respectivamente nos grupos 1,2, 3,4 e 5.
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Perfil grupo 1.

Figura 10: Isolado n° 1 do kefir 3.

Perfil grupo 2.

Figura 11: Isolado n° 3 do kefir 2.

Perfil grupo 3.

Figura 12: Isolado n° 1 do kefir 1.
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Perfil grupo 4.

Figura 13: Isolado n° 9 do kefir 2.

Perfil grupo 5.

Figura 14: Isolado n° 9 do kefir 1.

Os isolados foram selecionados aleatoriamente, para que cada grao de kefir (1,
2 e 3) fosse representado por 5 de suas leveduras isoladas no teste de identificagdo API
20 AUX. A sele¢do também teve como objetivo que cada grupo (1, 2, 3, 4 e 5)
observado pela forma das colonias estriadas em placas, tivesse pelo menos 2 isolados
submetidos a identificacao.

Na Tabela 4 ¢ mostrado a identificagdo pelo teste com o percentual de acerto e

a classificacao obtida.
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Tabela 4: Identificacao dos isolados selecionados pelo API*20 C AUX.

Isolado Perfil numérico Espécie % Acerto Classificacao
1(G1) 6143014 Candida dubliniensis 99,90 Excelente
6(G4) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa

K1 7(G4) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa
8(G4) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa
9(G5) 6042426 Candida kefir 99,90 Excelente
2(G2) 6002144 Candida zeilanoides 99,90 Excelente
3(G2) 6002144 Candida zeilanoides 99,90 Excelente

K2 4(G3) 6143014 Candida dubliniensis 99,90 Excelente
9(G4) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa
13(G5)6042426 Candida kefir 99,90 Excelente

1(G1) 6460436 Candida kefir 99,90 Excelente
2(GS5) 6460436 Candida kefir 99,90 Excelente

K3 3(G3) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa
6(G4) 6140354 Pichia ohmeri 98,40 Boa
8(G4) 6460436 Candida kefir 99,90 Excelente

De acordo com os resultados dos 5 isolados de cada grao de kefir, somente um
isolado da amostra do kefir 1, um isolado da amostra do kefir 2 e 3 isolados da amostra
do kefir 3 foram identificados como Candida kefir,unica espécie dentre as leveduras
identificadas normalmente encontradas em graos de kefir de acordo com a literatura
(MARSHALL, 1993; WITHUHN et al, 2004).

Nas figuras 15, 16, 17 e 18 sdo apresentadas as galerias do API com a

identificacao dos carboidratos fermentados pela turvagao do meio.

Figura 15: API isolado n° 4 da amostra do kefir 2, Candida dubliniensis
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Figura 17: API isolado n° 9 da amostra do kefir 1, Candida kefir

Figura 18: API isolado 3 da amostra do kefir 3, Pichia ohmeri

5.4 Antagonismo do kefir .

Nas tabelas 5, 6, 7, 8 e 9 estdo apresentados os resultados médios da
absorbancia a 600 nm obtida, nas trés repeti¢des, pelo crescimento no tempo de 8 horas
dos diferentes patdgenos no controle e amostras de kefir 1, 2 e 3, com a inibi¢do
verificada. Os pH do controle, meio com amostra do kefir 1, 2 e 3 foram
respectivamente 6,05; 6,05; 6,04 e 6,05.

Na Tabela 5 estdo indicados os percentuais de inibi¢do verificados pelas
amostras de kefir 1, 2 e 3 comparado ao controle para cada patégeno e a média geral
para as trés amostras avaliadas. A relagdo entre o crescimento médio dos patdgenos nas

amostras de kefir 1, 2 e 3 esta relacionada na figura 19.
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Tabela 5: Percentual de inibicdo das amostras de kefir frente aos patdogenos testados.

Média

Patogeno K1 K2 K3 Geral

Listeria monocytogendATCC 15313) 41,45a  486la  54,18a 48,08
Escherichia col{ATCC 11229) 59.89a 59.87a 30,73 a 50,16

Staphylococcus aure & TCC 6538) 63,50a,b 69,15a 42.80b 59,08
Salmonela TyphimuriugATCC 6539) 6535a  73,05a  4499a 61,13
Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) 72,88a  86,80b 70,38 a 76,69
Obs: Resultados em (%) de inibicao referentes a média de trés repetigdes.

Médias de cada um dos trés kefir, seguidas por pelo menos uma letra igual, nao diferem

entre si, quando comparadas para cada patégeno, ao nivel de 5 % de significancia pelo
teste de Newman-Keuls.

Percentual de inibicdo das anostras de kefir frente
aos patdégenacs avaliados
-100
-80
60
-40
K2 i 20
Amostras de kefir s )
B L. monocytogenes (ATCC 15313) m E.coli (ATCC 11229) O S. aureus (ATCC 6538)
O S. Typhimurium (ATCC 6539) B B.cereus (RIBO 1222-173-S4)

Figura 19: Inibicdo média das amostras de kefir esterilizados por filtragdo, frente aos

patogenos avaliados.
Todas as amostras de kefir avaliadas apresentaram reducdo média de no

minimo 30 % no crescimento dos patdégenos comparado ao controle. As maiores

inibigdes ocorreram na amostra de kefir 2, para o crescimento de Bacillus cereugRIBO
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1222-173-S4) (86,8 %) e Salmonela TyphimuriurtATCC 6539) (73,05 %) e amostra
do kefir 1 para o crescimento de Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) (72,88 %).

O patdégeno mais inibido em média comparado as trés amostras de kefir foi,
Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) apresentando crescimento 76,69 % menor que o
controle.

A inibi¢do de Staphylococcus aureg®TCC 6538) nas trés amostras variou
de 42,80 % a 69,15 %, para o crescimento de Escherichia coliATCC 11229), a faixa
de inibicao foi de 30,73 % a 59,89 %, sendo este patdogeno o que apresentou a maior
diferenga de inibi¢do comparado as trés amostras de kefir, Salmonela Typhimurium
(ATCC 6539), apresentou faixa de inibi¢do de 44,99 % a 73,05 %, Listeria
monocytogeneGATCC 15313) de 41,45 % a 54,18 % e Bacillus cereugRIBO 1222-
173-S4) de 70,38 % a 86,80 %.

De acordo com a andlise comparativa das médias, as amostras de kefir
apresentaram variagdes apenas nas avaliagdes do patogeno S. aureogATCC 6538) e B.
cereusonde a amostra de K 2 foi mais eficiente na inibi¢do que a amostra de K 3.

Em varios trabalhos tem sido demonstrado o efeito antagonista de kefir
(SALOFF-COSTE, 1996; GARROTE et al, 2000 e GUVEN e GOLES, 2003) sendo
que nos dois ultimos a inibi¢ao ocorreu na bebida fermentada frente a bactérias Gram
(+) e Gram (-) sem especificacdes das mesmas.

Yuksekgag et al (2004) demonstraram inibicdo de microrganismos isolados
dos graos de kefir sobre S. aureus Pseudomonadsses autores sugeriram o peroxido
de hidrogénio e outras substidncias ndo citadas, atuaram como responsaveis pela
inibi¢do. Além disso, sugeriram também a possibilidade dessa inibi¢do estar ligada a
presenga de acetaldeido que foi produzido por 21 isolados dos graos de kefir. No
entanto verificaram que a concentragdo encontrada foi considerada baixa e
provavelmente sem influéncia no resultado.

No presente estudo, verificou-se antagonismo de trés amostras de grdos de
kefir coletados em diferentes cidades da regido sudeste do Brasil. As condi¢des
utilizadas no teste com pH em torno de 6,05 para os tratamentos e para o controle
indicaram que somente a presenca de acidos organicos produzidos pelo metabolismo
das bactérias laticas ndo explica os resultados, ou seja, o antagonismo observado nao foi
em funcdo do abaixamento de pH e portanto outras substancias inibidoras podem estar

presentes no soro obtido da bebida e envolvidos nos resultados.
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6- CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de graos de kefir 1 (Vigosa), kefir 2 (Caratinga) e kefir 3 (Sao
Paulo), apresentaram distribuicdo em relacdo as formas de cocos, bacilos e leveduras de
acordo com varios outros trabalhos de pesquisa realizados em diferentes partes do
mundo, indicando a predominancia dos bacilos. As contagens dos grupos microbianos
observadas nas trés amostras apresentaram diferengas que evidenciaram que produtos de
origens diferentes apresentam microbiotas variadas conforme descrito em outros
trabalhos semelhantes.

O teste de identificagcdo das leveduras isoladas das amostras de graos de kefir
apresentou Candida kefir,levedura frequentemente isolada de graos de kefir, Candida
dubliniensis, Pichia ohmert Candida zeilanoidesgssas trés tltimas até entdo ndo
descritas em trabalhos anteriores.

As amostras de kefir apresentaram inibicdo do crescimento frente aos
patogenos Staphylococcus aureu6ATCC 6538), Escherichia coli(ATCC11229),
Salmonella TyphimuriumfATCC 6539), Listeria monocytogenesAI'CC 15313) e
Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) que variaram em média de 48,08 % a 76,69 %
entre os diferentes patdgenos, sendo a amostra de kefir 2 testada para o crescimento de
Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) a que apresentou a maior inibi¢ao geral, (86,80
%).

Essa capacidade de inibigdo apresentada ¢ de importincia uma vez que
contribui para sua classificagdo como alimento funcional. Além disso, a técnica
utilizada no estudo viabilizou a avaliacdo da bebida “in vitro™.

Esse estudo permitiu constatar que kefir de trés diferentes origens

apresentaram variagdes na microbiota e na capacidade de antagonizar patdégenos.
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Apéndice A. Contagem total de mesofilos aerdbios de amostras de grios de kefir.

Amostra | Repeticao 10° 10°¢ 107 UFC/g
K1 | inc - 124 - 1,4x109

2 310 261 28 3 3,2x10°

3 nc - 191 - 1,8X109

K2 | nc - 233 o 2,5x109

) nc - 250 s 2,6x109

3 nc | 189 o 2,0x109

K3 | nc - 450 < 5,0x109

5 nc - 300 . 3.9x1 0°

3 inc - 156 - 1,6x109
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Apéndice B. Contagem de Bactérias do Acido Acético (BAA) de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 10 10° 10°¢ UFC/g
K1 . 201 - 10 e ] 2.6x10°
2 80 20 ! . 0 0 7,5x10°

3 121 156 H 7l i 1,4x10°

K2 | _ ) nc | 320 s 3,7x107

2 - ) inc . 84 | 720’

3 - ) inc . 68 5| 70x107

K3 . B ] 100 - 35 .. L 0x107

2 - ) 102 110 40 3 1,0x10’

3 - 621 13 56 54 5,5x10’
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Apéndice C. Contagem de Lactobacilos de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 10° 10°¢ 107 UFC/g
ki 1 - . 1 - 2 . 3,0x10’

2 121 146 19 2| ) 1,3x10’

3 153 189 38 al ) 4,0x10’

K2 | B ) nc . 122 o szlog

) B ) nc . 145 . 1,3x109

3 B ) nc . 131 e 1,3x109

K3 | B ) nc . 410 0 5,0x109

5 B ) nc . 380 0 4,6x109

3 - e . o7 og|  97x10°
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Apéndice D. Contagem de Lactococos de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 10° 10°¢ 107 UFC/g
ki 1 - . 37 41 3 5 3,9x10’
2 190 230 : 5 ! . 2,1x10’

3 183 141 23 sl ) 1,6x10’

K2 | _ ) nc | 60 5 7.0x1 0°

) B ) nc . 291 o 3,Ox109

3 _ ) nc . 198 . 2,Ox109

K3 | B ) nc . 300 » 3,2x109

5 B ) nc . 310 - 3,2x109

3 _ nc . 100 o 9,8X108
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Apéndice E. Contagem de Enterococos de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 107 10 107 UFC/g
Kl 1 70 " 0 . 9,0x10*
2 38 51 10 0 4,4x10*

3 31 0 6 ; 4,6x10*

K2 1 60 50 3 5 5,5x10"

2 30 17 2 0 2,4x10*

3 > 46 ! ; 4,8x10*

K3 . 150 - 11 . 1 5x10°
2 133 145 13 6 1,4x10°

3 33 - 0 0 3,0x10*

56




Apéndice F. Contagem de Leuconostoc de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 10° 10°¢ 107 UFC/g
K1 | inc . 51 s _ ) 5,7x107

2 - ) 30 41 2 ; 3,6x10’

3 inc . 46 al ) 4,4x107

K2 | nc - 41 - . ) 4,Ox107

2 - ) e . 39 45| 4210’

3 - ) e . 31 Js|  28x10°

K3 | B ) nc . 40 i< 4,3x108

2 - ) e . 30 4| 38010°

3 - 220 1 65 ” 6,5x10"
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Apéndice G. Contagem de Leveduras de amostras de graos de kefir.

Amostra Repeticao 10 10° 10°¢ UFC/g
Kl 1 - . 31 . 2 ; 2,9x10°

2 215 310 18 | . 2,6x10°

3 198 »13 31 ol i 2,0x10°

K2 . 140 g 12 g 1 1 | 5x10°
5 inc . 177 . . ) 1,7x107

3 - ) 151 143 17 19 1,5x10’

K3 . 270 e 31 . ] 27106

2 282 263 21 35| ) 2,7x10°

3 195 108 29 20l 2,0x10°
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Apéndice H. Crescimento de Staphilococcus aureos (ATCC 6538) - Repetigio 01

(A) Absorbéncia a 600 nm A = média absorbéncia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3

Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,017 0,017 0,017
0,016 0,017 0,017 0,017

0,016 0,017 0,017 0,017
8 0,299 0,128 0,108 0,260
0,423 0,166 0,098 0,268

0,361 0,147 0,103 0,264

0,345 0,130 0,086 0,247
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Apéndice I. Crescimento de Staphilococcusaureos (ATCC 6538) - Repeticao 02

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbéncia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,014 0,017 0,017 0,016
0,016 0,017 0,017 0,018

0,015 0,017 0,017 0,017
8 0,371 0,155 0,100 0,264
0,369 0,151 0,154 0,204

0,370 0,153 0,127 0,234

0,354 0,136 0,110 0,217
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Apéndice J. Crescimento de Staphilococcus aureos (ATCC 6538) - Repeticio 03

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,014 0,019 0,019
0,015 0,018 0,015 0,018

0,016 0,016 0,017 0,019
8 0,403 0,150 0,168 0,176
0,460 0,162 0,170 0,180

0,432 0,156 0,169 0,178

0,416 0,139 0,152 0,161
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Apéndice L. Crescimento de Escherichia coli(ATCC 11229) - Repeti¢io 01

(A) Absorbiancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,017 0,017 0,017
0,016 0,017 0,017 0,017

0,016 0,017 0,017 0,017
8 0,290 0,168 0,164 0,321
0,379 0,182 0,164 0,321

0,335 0,175 0,164 0,321

0,319 0,158 0,147 0,304
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Apéndice M. Crescimento de Escherichiacoli(ATCC 11229) - Repeti¢io 02

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,014 0,017 0,017 0,016
0,016 0,017 0,017 0,018

0,015 0,017 0,017 0,017
8 0,399 0,234 0,198 0,240
0,539 0,162 0,226 0,322

0,469 0,198 0,212 0,281

0,453 0,181 0,195 0,264
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Apéndice N. Crescimento de Escherichia coli(ATCC 11229) - Repeticio 03

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,014 0,019 0,019
0,015 0,018 0,015 0,018

0,016 0,016 0,017 0,019
8 0,493 0,148 0,164 0,304
0,530 0,191 0,180 0,267

0,512 0,170 0,172 0,286

0,496 0,153 0,155 0,269
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Apéndice O. Crescimento de Salmonella typhimurium(ATCC 6539) - Repeti¢ao 01

(A) Absorbiancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,017 0,017 0,017
0,016 0,017 0,017 0,017

0,016 0,017 0,017 0,017
8 0,350 0,100 0,095 0,260
0,350 0,104 0,149 0,240

0,350 0,102 0,122 0,250

0,334 0,085 0,105 0,233

65



Apéndice P. Crescimento de Salmonella typhimurium(ATCC 6539) - Repeti¢cao 02

(A) Absorbiancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,014 0,017 0,017 0,016
0,016 0,017 0,017 0,018

0,015 0,017 0,017 0,017
8 0,361 0,124 0,090 0,190
0,249 0,122 0,090 0,202

0,305 0,123 0,090 0,196

0,289 0,106 0,073 0,179
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Apéndice Q. Crescimento de Salmonella typhimurium(ATCC 6539) - Repeti¢ido 03

(A) Absorbiancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,014 0,019 0,019
0,015 0,018 0,015 0,018

0,016 0,016 0,017 0,019
8 0,301 0,138 0,099 0,106
0,318 0,142 0,077 0,124

0,310 0,140 0,088 0,115

0,294 0,123 0,071 0,098
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Apéndice R. Crescimento de Listeria monocytogenes (ATCC 15313) - Repeti¢io 01

(A) Absorbancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,017 0,017 0,017
0,016 0,017 0,017 0,017

0,016 0,017 0,017 0,017
8 0,111 0,089 0,080 0,081
0,109 0,093 0,082 0,099

0,110 0,091 0,081 0,090

0,094 0,074 0,064 0,073
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Apéndice S. Crescimento de Listeria monocytogenes (ATCC 15313) - Repeticao 02

(A) Absorbancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,014 0,017 0,017 0,016
0,016 0,017 0,017 0,018

0,015 0,017 0,017 0,017
8 0,180 0,060 0,075 0,050
0,168 0,100 0,105 0,078

0,174 0,080 0,090 0,064

0,158 0,063 0,073 0,047
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Apéndice T. Crescimento de Listeria monocytogenes (ATCC 15313) - Repeti¢cao 03

(A) Absorbancia a 600 nm

A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3
Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,014 0,019 0,019
0,015 0,018 0,015 0,018

0,016 0,016 0,017 0,019
8 0,185 0,108 0,078 0,060
0,174 0,112 0,086 0,072

0,180 0,110 0,082 0,066

0,164 0,093 0,065 0,049
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Apéndice U. Crescimento de Bacilluscereus(RIBO 1222-173-S4) - Repeti¢io 01

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3

Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,017 0,017 0,017
0,016 0,017 0,017 0,017

0,016 0,017 0,017 0,017
8 0,470 0,150 0,090 0,180
0,470 0,174 0,096 0,184

0,470 0,162 0,093 0,182

0,454 0,145 0,076 0,165
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Apéndice V. Crescimento de Bacilluscereus(RIBO 1222-173-S4) - Repeticio 02

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3

Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,014 0,017 0,017 0,016
0,016 0,017 0,017 0,018

0,015 0,017 0,017 0,017
8 0,610 0,171 0,094 0,191
0,526 0,165 0,068 0,157

0,568 0,168 0,081 0,174

0,552 0,151 0,064 0,157
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Apéndice X. Crescimento de Bacilluscereus(RIBO 1222-173-S4) - Repeticido 03

(A) Absorbancia a 600 nm A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)

Controle K1 K2 K3

Tempo A Média A A Média A A Média A A Média A

0 0,016 0,014 0,019 0,019
0,015 0,018 0,015 0,018

0,016 0,016 0,017 0,019
8 0,701 0,164 0,091 0,204
0,734 0,180 0,101 0,168

0,718 0,172 0,096 0,186

0,702 0,155 0,079 0,169

73



Apéndice Z. Inibig¢ao do crescimento de Staphylococcus aureyaTCC 6538) por

amostras de kefir.

Repeticao AC AK1 A Inibicdo % Inibicao

1 0,345 0,130 0,215 62,32

K1 2 0,354 0,136 0,218 61,58

3 0,416 0,139 0,277 66,59

Média 0,372 0,135 0,237 63,50
Repeticio AC AK?2 A Inibicdo % Inibicao

1 0,345 0,086 0,259 75,07

K2 2 0,354 0,110 0,244 68,93

3 0,416 0,152 0,264 63,46

Média 0,372 0,116 0,256 69,15
Repeticio AC AK3 A Inibicdo % Inibicao

1 0,345 0,247 0,098 28,41

K3 2 0,354 0,217 0,137 38,70

3 0,416 0,161 0,255 61,30

Média 0,372 0,208 0,163 42,80

Resultados em absorbancia a 600 nm, A= média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)
A Inibicdo =A C- AK 1, C = controle



Apéndice AA. Inibi¢do do crescimento de Escherichia col(ATCC 11229) por

amostras de kefir.

Repeticao AC AK1 A Inibicdo % Inibicao

1 0,319 0,158 0,161 50,47

K1 2 0,453 0,181 0,272 60,04

3 0,496 0,153 0,343 69,15

Média 0,423 0,164 0,259 59,89
Repeticio AC AK?2 A Inibicdo % Inibicao

1 0,319 0,147 0,172 53,92

K2 2 0,453 0,195 0,258 56,95

3 0,496 0,155 0,341 68,75

Média 0,423 0,166 0,257 59,87
Repeticio AC AK3 A Inibicdo % Inibicao

1 0,319 0,304 0,015 4,70

K3 2 0,453 0,264 0,189 41,72

3 0,496 0,269 0,227 45,77

Média 0,423 0,279 0,144 30,73

Resultados em absorbancia a 600 nm, A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)
A Inibicdo =A C- AK 1, C = controle



Apéndice AB. Inibigdo do crescimento de Salmonella typhimuriurPATCC 6539) por

amostras de kefir.

Repeticao AC AK1 A Inibicdo % Inibicao

1 0,334 0,085 0,249 74,55

K1 2 0,289 0,106 0,183 63,32

3 0,294 0,123 0,171 58,16

Média 0,306 0,105 0,201 65,35
Repeticio AC AK?2 A Inibicdo % Inibicao

1 0,334 0,105 0,229 68,56

K2 2 0,289 0,073 0,216 74,74

3 0,294 0,071 0,223 75,85

Média 0,306 0,083 0,223 73,05
Repeticio AC AK3 A Inibicdo % Inibicao

1 0,334 0,233 0,101 30,24

K3 2 0,289 0,179 0,110 38,06

3 0,294 0,098 0,196 66,67

Média 0,306 0,170 0,136 44,99

Resultados em absorbancia a 600 nm, A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)
A Inibicdo =A C- AK 1, C = controle



Apéndice AC. Inibigdo do crescimento de Listeria monocytogendaTCC 15313) por

amostras de kefir.

Repeticio AC AK1 A Inibi¢do % Inibicdo

1 0,094 0,074 0,020 21,28

K1 2 0,158 0,063 0,095 60,13

3 0,163 0,093 0,070 42,94

Média 0,138 0,077 0,062 41,45
Repeticio AC AK?2 A Inibi¢do % Inibicdo

1 0,094 0,064 0,030 31,91

K2 2 0,158 0,073 0,085 53,80

3 0,163 0,065 0,098 60,12

Média 0,138 0,067 0,071 48,61
Repeticio AC AK3 A Inibi¢do % Inibicdo

1 0,094 0,073 0,021 22,34

K3 2 0,158 0,047 0,111 70,25

3 0,163 0,049 0,114 69,94

Média 0,138 0,056 0,082 54,18

Resultados em absorbancia a 600 nm, A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)
A Inibicdo =A C- AK 1, C = controle



Apéndice AD. Inibi¢ao do crescimento de Bacillus cereugRIBO 1222-173-S4) por

amostras de kefir.

Repeticao AC AK1 A Inibicdo % Inibicao

1 0,454 0,145 0,309 68,06

K1 2 0,552 0,151 0,401 72,64

3 0,702 0,155 0,547 77,92

Média 0,569 0,150 0,419 72,88
Repeticio AC AK?2 A Inibicdo % Inibicao

1 0,454 0,076 0,378 83,26

K2 2 0,552 0,064 0,488 88,41

3 0,702 0,079 0,623 88,75

Média 0,569 0,073 0,496 86,80
Repeticio AC AK3 A Inibicdo % Inibicao

1 0,454 0,165 0,289 63,66

K3 2 0,552 0,157 0,395 71,56

3 0,702 0,169 0,533 75,93

Média 0,569 0,164 0,406 70,38

Resultados em absorbancia a 600 nm, A = média absorbancia (tempo 8 - tempo 0)
A Inibicdo =A C- AK 1, C = controle



