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INTRODUCAO:

Um probidtico € um suplemento alimentar que contém microrganismos vivos em uma associagao
simbidtica, proporcionando beneficios ao hospedeiro (Sharifi et al., 2017; Vieira et al., 2021). O kefir é
uma bebida probidtica que contém bactérias acido-acéticas (BAA), bactérias acido-laticas (BAL) e
leveduras fermentadoras e ndo fermentadoras de lactose, todas coexistindo em uma associacao simbiética
(Garrote et al., 2010; Leite et al., 2013).

Estes microrganismos se organizam em pequenos grdos com aspecto de couve-flor. Quando
adicionados ao leite fresco ou a agua, geralmente servem como cultura inicial no processo de produgéo do
kefir (Slattery et al., 2019). Apds a fermentacgdo, os graos sao recuperados por meio de coagem (Rattray e
O'Connel, 2011). A producéo de kefir pode ser realizada de forma artesanal ou industrial. A produgéo
artesanal é diretamente influenciada pelos microrganismos presentes nos grdos, pelas condigcdes de
processamento e pelo armazenamento, fatores que podem interferir na sua qualidade. Ja a producgdo
industrial é padronizada, utilizando culturas puras de microrganismos selecionados para fermentacao
controlada (Rattray e O'Connel, 2011).

O kefir possui propriedades fisioldgicas, profilaticas e terapéuticas (Rosa et al., 2017), promovidas
pela acdo sinérgica dos microrganismos em sua composi¢cdo. A diversidade de compostos bioativos
produzidos durante a fermentacdo (Azizi et al., 2021) contribui para essas propriedades. Entre as
principais, destacam-se a modulagcdo da microbiota gastrointestinal (Farag et al., 2020) e a melhora na
digestdo e na tolerancia a lactose (Weschenfelder et al., 2011). Estudos mostram que o kefir possui acdes
anti-inflamatorias (Rodrigues et al., 2005), antioxidantes (Liu, Chen e Lin, 2005), antifingicas e
antimicrobianas (Tenorio-Salgado et al., 2021). Além disso, foi demonstrada acdo antimicrobiana do kefir
contra bactérias resistentes a antimicrobianos, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Vieira et
al., 2021; Gonzéalez-Orozco et al., 2022).

Portanto, a composicdo microbiana do kefir pode variar devido a fatores como a origem dos graos,
as condicOes de fermentacéo e os ingredientes utilizados (Farag et al., 2020). Essas variag¢0es influenciam
a composicdo microbiana e podem resultar em diferentes compostos bioativos (Vieira et al., 2021). No
entanto, ndo h& estudos comparando kefir artesanal e kefir industrializado quanto a composigédo
microbiana e a atividade antimicrobiana. Assim, 0 objetivo deste estudo é comparar a atividade
antimicrobiana do kefir artesanal com o kefir industrializado, analisando a composicao qualitativa desses
produtos em relacdo a diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

METODOLOGIA:

O presente projeto contemplou avaliar a composicdo microbiana das amostras de kefir lacteo através
da padronizacdo do kefir artesanal, caracterizagdo presuntiva e avaliacdo do pH, assim como, avaliar a
atividade antimicrobiana por meio do ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM). Para a conducdo dos ensaios, foram utilizadas duas amostras de Kefir
industrializados das marcas Atilatte ® Reggula ® e duas amostras de Kefir artesanal da empresa KefirBr
(Fortaleza, Ceara) e doados pelo Prof. Carlos Ueira Vieira, do Instituto de Biotecnologia, da Universidade
Federal de Uberlandia.
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e Padronizacdo do Kefir artesanal:

A padronizacgéo das condicOes de processamento e armazenamento do kefir artesanal foi realizada com
0 objetivo de manter a composi¢do microbiana e 0s compostos bioativos que sdo produzidos por estes no
processo de fermentagdo semelhantes nas duas amostras utilizadas nos experimentos. As garrafas de kefir
industrial e os tubos Falcon de kefir artesanal foram congelados a -20 °C e, um dia antes dos experimentos,
transferidos para a geladeira (4 °C - 10 °C). Apds descongelamento, os grdos de kefir artesanal foram
lavados com leite a 40 °C, filtrados, e misturados com 3x seu peso em leite e leite em pd. Fermentaram
por 48 h em temperatura ambiente. O processo foi repetido trés vezes antes das analises.

« Analise da Composi¢do microbiana das amostras de kefir artesanal e industrial

A caracterizacdo presuntiva dos microrganismos foi realizada com o objetivo de identificar os tipos
de microrganismos pertencentes ao processo de fermentacdo. As amostras de kefir foram diluidas em
900pI de solucéo salina 0,85% para quantificacdo total de microrganismos, de bactérias acido-laticas e
leveduras (de Lima et al., 2018). Para a quantificacao total de microrganismos, as amostras diluidas foram
cultivadas em meio Agar Brain Heart Infusion (BHI &gar, Difco Co., Detroit, MI, USA) com 5% de sangue
de carneiro desfibrinado e incubadas em aerobiose, a 35 °C por 48 h. Para quantificacdo de bactérias acido-
laticas, as amostras diluidas foram plaqueadas e incubadas sob condigdes aerdbicas em Agar Man Rogosa
Sharpe (MRS agar, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR) por 48 h a 35 °C em 5% de CO». A contagem de
leveduras foi determinada utilizando meio Agar Sabouraud (SB &gar, Himedia®, Mumbai, india),
incubadas em aerobiose por 5 dias a 35 °C. Todos os resultados da contagem microbioldgica foram
expressos como logio UFC/mL e realizados em duplicatas. Foi realizada a técnica de coloracdo de Gram,
com o objetivo de classificar as espécies presentes nas amostras.

e Avaliacao do pH
Para avaliar a conversdo da lactose presente no leite, as amostras de Kefir artesanal e industrial
foram analisadas quanto ao seu pH, utilizando um pHmetro de bancada lonlab PHB-500, nos tempos de
7,14, 21 e 28 dias.

o Determinacdo da Atividade Antimicrobiana do Kefir Artesanal e Industrial

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana através dos ensaios de CIM, foram utilizadas as
seguintes cepas bacterianas: Escherichia coli ATCC 10536; Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619;
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Streptococcus pyogenes
ATCC 8668. As cepas bacterianas foram armazenadas em meio BHI com 20% de glicerol, & -80 °C. As
bactérias foram cultivadas em meio seletivo e incubadas em aerobiose (E. coli, P. aeruginosa, S aureus)
ou em 5% de COz (S. pyogenes e S. typhimurium).

As aliguotas de kefir artesanal e industrial foram centrifugadas a 2800 x g por 20 minutos a 4°C
(Eppendorf 5804R) e o sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de 0,22 um de didametro. Os
ensaios foram realizados através de dilui¢Bes seriadas feitas em placas de 96 pocos, utilizando as aliquotas
de Kefir artesanal e industrial nas porcentagens de 25% a 0,78% em um volume final de 200 pL, segundo
o0 protocolo da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI — M07-A9, 2012). Foi utilizado 0 meio
de cultura Mueller Hinton Caldo (MHB, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR) e o indculo bacteriano foi
preparado a partir de culturas de E. coli, S aureus, P. aeruginosa, S. pyogenes e S. typhimurium em meio
Agar seletivo com 24 h de crescimento.

Posteriormente, as colbnias isoladas foram coletadas e suspendidas no meio MHB, com densidade
Optica de 0,1 em 660 nm. As placas foram incubadas por 24 h, ap6s esse periodo, a CIM foi verificada por
leitura em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 660 nm e a Concentracdo bactericida minima
(CBM) foi verificada inoculando-se 10 pl de cada poco da microplaca em meio Agar MHB. As
microplacas utilizadas foram divididas nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo teste (A, B, C e D): Amostra de Kefir Artesanal ou Industrial + Bactéria + MHB
e Grupo controle de crescimento positivo (E, F): Bactéria + MHB
e Grupo controle negativo (G, H): Amostra de Kefir Artesanal ou Industrial + MHB

RESULTADOS E DISCUSSAO:
e Anédlise da Composi¢cdo microbiana das amostras de kefir artesanal e industrial
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Com base nas contagens das coldnias isoladas (Figura 1) das dilui¢cGes de 1:100, 1:1.000 e 1:10.000,
observou-se que a quantidade de bactérias variou conforme o tempo de armazenamento. Diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05 e p < 0,001, One-Way ANOVA, pos-teste Tukey) foram
analisadas entre as quatro amostras contendo os meios Agar MRS e Agar SB, nesta ordem. As amostras
de KefirBr mantiveram nimeros incontaveis de UFC/mL nos dias 21 e 28 de armazenamento, enquanto
as amostras de Kefir Doado apresentaram valores contaveis de UFC/mL apenas até o 14° dia, caindo para
menos de 100 apds esse periodo. Esses resultados sugerem que a biomassa dos grdos interfere no tempo
de fermentacéo do leite e na quantidade necessaria de ativacao dos graos. O tempo de fermentacéo foi de
72 h, com biomassa de 203,13 g para Kefir Doado e 4,35 g para KefirBr. A hip6tese levantada é que o
aumento da viscosidade faz com que as bacteérias no leite fermentado se condensam em pequenos granulos,
ndo se solubilizando durante a agitacdo com vortex, o que afeta a contagem de colénias devido a
insuficiéncia de UFC/mL na diluicdo mée (1:10) para o crescimento bacteriano adequado.
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Figura 1: Média das contagens de microrganismos em Log. por UFC/mL das amostras em relacdo ao tempo de armazenamento, durante 7,
14, 21 e 28 dias & -20°C. (A) Média da contagem das amostras de KefirBr, sendo os resultados: Agar BHI 5% sangue da diluigo de 1:10.000
e 1:1.000, Agar SB da diluicio de 1:1.000 e Agar MRS da diluic&o de 1:10.000. Os resultados dos dias 21 e 28 foram incontaveis. (B) Média
da contagem das amostras de Kefir Doado, sendo os resultados: 4gar BHI 5% sangue da dilui¢éo de 1:10.000, 4gar SB da diluicéo de 1:100
e 4gar MRS da diluicéo de 1:10.000 e 1:1.000. N&o houve crescimento nos dias 21 e 28 no meio 4gar MRS e no dia 21, para 0s meios SB e
BHI 5% sangue. (C) Média da contagem das amostras de Kefir Atilatte, sendo os resultados: dgar BHI 5% sangue da dilui¢do de 1:10.000 e
1:1.000, 4gar SB da dilui¢do de 1:1.000 e 4gar MRS da dilui¢do de 1:10.000 e 1:1.000, respectivamente. (D) Média da contagem das amostras
de Kefir Reggula, sendo os resultados: 4gar BHI 5% sangue da dilui¢do de 1:10.000 e 1:1.000, &gar SB da dilui¢do de 1:1.000 e &gar MRS
da diluicdo de 1:10.000 e 1:1.000.

As médias e o desvios padrdo das contagens do sétimo dia de armazenamento para microrganismos
totais, BAL e leveduras foi de aproximadamente 1,56 x 107 + 1,20 x 107, 5,58 x 10° + 1,41 x 10% e 3,30 x
10* + 1,56 x 10* UFC/mL, respectivamente, para o Kefir Doado. Por outro lado, as médias e os desvios
padrdo da contagem do KefirBr foram de 4,85 x 107 + 7,78 x 106, 4,40 x 10® + 4,91 x 10%e 1,00 x
10° + 1,70 x 10° UFC/mL. As amostras de kefir industrial mantiveram uma populagdo bacteriana
relativamente estavel durante o periodo de armazenamento, com contagens inferiores a 100 colénias. Isso
indica que as culturas foram selecionadas de forma controlada, sem crescimento excessivo de
microrganismos, caracteristico da producdo industrial de produtos lacteos fermentados. As médias e o
desvios padréo das contagens presuntivas do sétimo dia de armazenamento para microrganismos totais,
BAL e leveduras de 1,50 x 10° + 7,07 x 10%, 2,35 x 10° + 2,12 x 10°e 1,90 x 10° + 7,70 x 10* UFC/mL,
respectivamente para o Kefir Atilatte,” enquanto para o Kefir Reggula foi de 2,95 x 106+ 2,76 x 10%,, 3,90
x 108+ 1,27 x 10%e 4,40 x 10°+ 9,90 x 10* UFC/mL.

Os resultados da caracterizagdo presuntiva das amostras de KefirBr e dos kefirs industriais sdo
consistentes com os dados de Moslehishad et al. (2013), que relatou que durante o armazenamento de leite
fermentado a baixas temperaturas, a atividade proteolitica das bactérias do acido latico continua liberando
peptideos que atuam como fatores de crescimento, mantendo a cultura estavel por mais tempo. Além disso,
os resultados obtidos das amostras de kefir industrial corroboram com Walsh et al. (2016), que relatou que
as bactérias do acido latico do género Lactobacillus sdo encontradas nas fases iniciais da fermentacdo, o
que explica a alta queda observada no grafico (Figura 1C e 1D).

Com base no plagueamento em agar MRS para a identificacdo de BAL, observou-se que a maioria das
colénias formadas eram arredondadas e esbranquigadas com superficie brilhosa, enquanto outras eram
opacas. As amostras de kefir industrial mostraram col6nias com bordas onduladas, parecidas com flores.
Observou-se a presenca de estreptobacilos em forma de bastonetes, estreptococos e cocos Gram-positivos
em todas as amostras testadas. Nas laminas contendo amostras de kefir industrial, também foram
identificados cocos Gram-negativos.

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 3



Atraveés da andlise do plaqueamento em meio agar SB, foram observadas duas formas diferentes de
coldnias: algumas puntiformes e transparentes, sem pigmentacdo, e outras pequenas, com superficie
opaca, forma circular e convexa, com pigmentacdo amarelada. As colonias isoladas evidenciaram a
presenca de estirpes bacterianas em forma de bacilos e estreptobacilos Gram-positivos em todas as
amostras. Também foram observados diplobacilos Gram-positivos nas laminas contendo amostras de kefir
industrial. Por meio do plaqueamento em agar BHI 5% de sangue, observou-se diferentes tipos de
colnias: algumas pequenas, com superficie convexa e opaca/brilnosa de forma circular, e outras
arredondadas e opacas. As col6nias isoladas mostraram a presenca de estirpes bacterianas em forma de
diplococos, estafilococos e estreptococos Gram-positivos em todas as amostras.

e Avaliacdo do pH

Com base nos dados coletados das alteracbes de pH das amostras em relacdo ao tempo de
armazenamento (Figura 2), foi possivel observar que tanto o kefir artesanal quanto o industrial mantiveram
um pH &cido. Isso indica a presenca de bactérias acido-laticas (BAL) e leveduras fermentadoras de leite,
responsaveis pela conversao da lactose do leite integral pasteurizado em &cido latico e pela producédo de
etanol e CO> a partir do &cido pirtvico (Magalhdes et al., 2011; Leite et al., 2013). Observou-se também
que o Kefir Doado, por ter sido ativado mais vezes que o KefirBr, manteve o menor pH entre as amostras,
sugerindo que 0 aumento da biomassa dos gréos de kefir durante o processo de fermentagéo influencia na
conversdo dos metabdlitos ativos.

Avaliagao do pH

5.0
-o- KefirBr
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Figura 2: Alteragdes do pH das amostras analisadas em relacéo ao tempo de armazenamento, durante 7, 14, 21 e 28 dias a -20°C.

o Determinacéo da Atividade Antimicrobiana do Kefir Artesanal e Industrial

Os resultados dos ensaios de CIM, demonstraram que as amostras de kefir analisadas possuem
atividade antimicrobiana inibitdria contra as cepas de E. coli, S aureus, P. aeruginosa, S. pyogenes e S.
typhimurium. De forma geral, a concentracdo de 25%, tanto das duas amostras de kefir artesanal quanto
das duas amostras do kefir industrial, foram as que promoveram maior interferéncia no crescimento
bacteriano. No entanto, as demais concentracdes também promoveram alteracbes no crescimento,
conforme demonstrado na Figura 3. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Tenorio-Salgado et
al. (2021), que observaram que os extratos de kefir artesanal inibiram as cepas bacterianas de S.
typhimurium, S. aureus, E. coli e B. subtilis tanto ndo diluidos quanto nas diluicdes de 1:2 e 1:4. Ensaios
de CIM, realizados em diferentes dias utilizando o0 mesmo sobrenadante das amostras, armazenado a -20
°C, demonstraram variacdo na interferéncia do crescimento bacteriano em relacdo aos resultados
apresentados (figura 3), porém mantiveram a diferenca significativa (p < 0,001 e p < 0,0001, Two-Way
ANOVA, pos-teste Shapiro-Wilk) entre todas as concentragfes. A amostra de kefir doado mostrou
atividade bactericida minima na concentracdo de 25%, contra E. coli, pois ndo houve crescimento de
coldnias na placa contendo meio agar MHB semeada com 10 pL da amostra apds 24 h, no entanto, a
amostra de Kefir Br e as duas amostras de kefir industrial ndo tiveram valor de CBM.

O espectro da atividade antimicrobiana pode estar associado a presenca de metabdlitos ativos, como
acido lactico, acido acético, perdxido de hidrogénio, diéxido de carbono, etanol, diacetil e peptideos
(bacteriocinas), juntamente com a reducdo do pH, que cria condi¢des desfavoraveis para a proliferacéo de
algumas cepas bacterianas, conforme descrito por Biadala et al. (2020) e Azizi et al. (2021). Por fim, as
diferencas entre os microrganismos observados nas amostras de kefir artesanal e industrial, confirmam
que as condicdes do processo de fermentacdo, incluindo o tempo de fermentacdo, tipo de leite,
temperatura, armazenamento e origem dos graos influenciam na composi¢do microbiana da microbiota do
kefir (Batista, et al. 2021).
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Figura 3: Média das absorbancias a 660 nm das amostras de kefir artesanal e industrial nas concentragdes de 12,5%. O valor de MIC
encontrado foi de 25%, entretanto, as demais concentragdes de sobrenadante também promoveram alteragdo do crescimento e,
consequentemente, diminui¢do do valor de absorbancia das cepas bacterianas. Todas as amostras foram realizadas em duplicata em trés
experimentos e descontado o controle negativo (sem a presenca de bactéria). O controle é a absorbancia das cepas bacterianas sem a presencga
de sobrenadante. * p < 0,001 e ** p < 0,0001 (Two-Way ANOVA, pos-teste Shapiro-Wilk) em relacdo ao grupo controle.

CONCLUSOES:
A padronizacdo das amostras de kefir artesanal permitiram observar que a biomassa dos grdos

influencia diretamente na composi¢do microbiana do leite fermentado. Além disso, o kefir de origem
artesanal possui contagens elevadas de microrganismos por UFC/mL. As amostras de kefir industrial
mantiveram contagens baixas de coldnias, devido a utilizagéo de culturas bacterianas de forma controlada.
A atividade antimicrobiana foi observada nas quatro amostras, devido a presenca de metabolitos ativos
dos microrganismos presentes, com o CIM encontrado de 25%. Estudos adicionais deverdo ser realizados
para caracterizar com maiores detalhes quais tipos de substancias sdo responsaveis pela atividade

antimicrobiana das amostras.
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