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REsumo

Os probidticos sdo microrganismos vivos caracterizados como alimento funcional que desempenham
papel fundamental na promogao a satide. O kefir é muito utilizado na atualidade, é considerada uma
bebida lactea fermentada elaborada a partir dos graos de kefir. Estudos destacam atividade deste
probidtico no tratamento de doencas intestinais; propriedade antimicrobiana também é relatada
através dos efeitos dos lactobacillus do kefir frente a E. coli. O objetivo do presente trabalho foi
realizar a caracterizagao fisico-quimica e avaliar a atividade antimicrobiana de kefir frente a cepas
de Escherichia coli NEWP 0022. Foram coletadas duas amostras de kefir de diferentes domicilios,
e analisados durante seis dias verificando sua agao. Utilizando a metodologia de Dornic (teste de
acidez titulével) e o teor de glicidios redutores em lactose; e avaliagdo antimicrobiana pelo método
de difusao em pogos. O kefir “A” e “B” apresentaram aumento gradual de acido lactico e diminuicdo
de lactose pos analises. Quando avaliado sua atividade antibacteriana notou-se que o kefir ndo
apresentou agdo inibitoria a cepas de E. coli NEWP 0022.

ABSTRACT

PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF KEFIR
COLLECTED IN DIFFERENT HOUSES AGAINST CEPAS OF ESCHERICHIA COLINEWP 0022
Probiotics are living microorganisms characterized as functional food that play a key role in
promoting health. Kefir is widely used today, it is considered a fermented dairy drink made from
kefir grains. Studies highlight the activity of this probiotic in the treatment of intestinal diseases;
antimicrobial property is also reported through the effects of kefir lactobacillus versus E. coli. The
objective of the present work was to perform the physico-chemical characterization and to evaluate
the antimicrobial activity of kefir against strains of Escherichia coli NEWP 0022. Two samples
of kefir were collected from different households and analyzed for six days to verify their action.
Using the Dornic methodology (titratable acidity test) and the lactose reducing sugar content; and
antimicrobial evaluation by the well diffusion method. The kefir “A” and “B” presented a gradual
increase of lactic acid and lactose reduction after analysis. When evaluated its antibacterial activity
it was observed that kefir did not present an inhibitory action to E. coli strains NEWP 0022.
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INTRODUCAO

Os probidticos sao classificados como micro-organismos vivos, que quando ingeridos em determinada
quantidade exercem um efeito benéfico para o organismo. Estes podem ser agregados a dieta a fim de
promover o desenvolvimento de uma microbiota bacteriana intestinal sadia. Podem ser também descritos
como: bioterapéuticos, bioprotetores e bioprofilaticos (REIG, 2002).

O primeiro estudo cientifico sobre probidticos foi proposto no Instituto Pasteur, com o trabalho de
Metchnikoft, postulou que estes exerciam beneficios ao hospedeiro, pois antagonizavam as bactérias
perniciosas no intestino (FULLER, 1991).

Probidtico é caracterizado como um alimento funcional, portanto tem papel fundamental na promogao
da satde e ndo para cura de doengas, sendo inoculados em alimentos de uso cotidiano. Tem efeito
na modulagdo da microbiota intestinal na melhora na barreira da mucosa intestinal e modulagao do
sistema imunoldgico, fatos que estimulam cada vez mais a procura por estes alimentos (WENDLING;
WESCHENFELDER, 2013; SOUZA et al., 2010).

Sao alimentos utilizados como adjuvantes do tratamento de doengas, comprovados em estudos
cientificos eficacia no tratamento de doengas intestinais, como as diarreias induzidas por rotavirus,
diarreias por uso de antibidticos, doenca intestinal inflamatdria e colite; ainda inibem o crescimento
de bactérias patogénicas por sua capacidade de produzir substancias como o acido latico e o acético,
o peroxido de hidrogénio e o diacetil (BALLUS et al., 2010; PROTIC et al., 2005; RAIZEL et al., 2011).

Os seus efeitos anticarcinogénicos podem estar relacionados a inibi¢ao de enzimas pro-carcinogénicas
ou por sua capacidade em estimular o sistema imunoldgico; outro efeito relatado é sobre a redugao da
atividade ulcerativa quando se faz uso de probiéticos (GOLDIN; GORBACH, 2008; SAAD, 2006).

Os principais géneros representantes dos probidticos pela promogao da saude sdo Bifidobacterium
e Lactobacillus (RAIZEL et al., 2011). As Bifidobactérias sao caracterizadas como micro-organismos
gram-positivos, nao formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase negativos e anaerobicos;
esses micro-organismos quando de origem humana sao capazes de utilizar a glucose, galactose, lactose e
a frutose como fontes de carbono. Ja os Lactobacillus sdo micro-organismos geralmente gram-positivos,
incapazes de formar esporos, desprovidos de flagelos, com forma bacilar ou cocobacilar, aerotolerantes
ou anaerdbios. Além das bactérias existem leveduras probidticas; as vantagens em se usar leveduras estao
relacionadas a sua agao termotolerante, ndo patogénica e pelo fato de serem liofilizadas (STEFE et al., 2008).

Um probiético muito usado na atualidade é o kefir, considerado uma bebida lactea fermentada,
elaborada através de seus graos. Seu aspecto viscoso, efervescente e espumoso ¢ evidente, apresentam
um sabor acidificado e ligeiramente alcodlico por consequéncia dos processos fermentativos envolvidos
e seus produtos finais (WESCHENFELDER, 2009 apud WITTHUHN et al., 2004).

Tem origem das montanhas do Caucaso, do Tibet e da Mongolia, onde ha muitos anos atras realizava-
se a estocagem de leite de cabra ou de ovelha em odres de barro, neste leite era acrescentado fragmentos
de estdmago de carneiro ou veado, e com a agita¢ao do contetido em tempos determinados era observado
a sua coagulacao, esse processo era repetido sem a limpeza dos odres, formava-se uma crosta de micro-
organismos vivos que conseguiam se adaptar aquelas condi¢oes. Sabe-se que sua composigao é variavel
e influenciavel pelas diferengas entre regides geograficas, tempo de utilizagdo, substrato utilizado e a
técnica de manipulagaio (WESCHENFELDER, 2009 apud SILVA, 1978; LIU et al., 1983; KOROLEVA et
al., 1984; SOUZA et al., 1984; WITTHUHN et al., 2004; WSZOLEK et al., 2001).

Os micro-organismos presentes apresentam relacao simbiotica, sendo estes, bactérias acido lacticas,
acido acéticas e leveduras envolvidas por uma matriz de polissacarideos chamada de kefiran. Dentre a
complexidade de micro-organismos que podem ser encontrados nos graos de kefir o género Lactobacillus
representa uma grande propor¢ao (WOUTERS et al., 2002; PINTADO et al., 1996; HERTZLER et al,,
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2003; OTLES; CAGINDINTI, 2003). Os micro-organismos que podem ser encontrados nos graos de kefir

estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do da microbiota encontrada nos graos de kefir.

Bactérias Leveduras
Lactobacilli Klyveromyces species
Lactobacillus kefir Klyveromyces marxianus

Lactobacillus kefirano faciens
Lactobacillus kefir granum
Lactobacillus parakefir
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus casei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus fructivorans
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus bulgaricus
Lactococci

Lactococcus lactissub sp. Lactis
Lactococcus lactissub sp. Cremoris
Streptococci

Streptococcus thermophilus
Enterococci

Enterococcus durans
Enterococcus faecium
Leuconostocs
Leuconostocmes enteroides
Leuconostocmes enteroidessub sp. cremoris
Aceticacid bacteria
Acetobacte raceti
Acetobacter pasteurianus
Other bacteria

Bacillus subtilis

Micrococcus sp.

Klyveromyces lactis
Saccharomyces species
Saccharomyces cerevesiae
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces turicensis
Saccharomyces del brueckii
Torulas poraspecie
Torulas poradel brus
Torulas poradel brueckii
Candida species

Candida pseudo tropicalis
Candida tenuis

Candida inconspicua
Candida maris

Candida lambica

Candida tannotelerans
Candida valida 6
Candida kefyr

Candida holmii

Other yeast

Pichia fermentans

Zygo saccharomyces rouxii
Debaryomyces hansenni
Bretannomyces anomalus

Issachenkia occidentalis

Fonte: WESCHENFELDER, 2009.
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Além da composi¢ao microbiana do kefir, componentes nutricionais também se fazem presentes,
considerado um produto rico em vitaminas B1, B12, calcio, aminoacidos essenciais e vitamina K (OTLES;
CAGINDINI, 2003). Poucos sdo os estudos que relatam suas caracteristicas fisico-quimicas, entretanto,
estas estdo relacionadas as técnicas de manipulagdo dos graos de kefir e o tipo de leite utilizado, envolvendo
também aspectos como o tempo, temperatura de incubagdo e maturagdo, as leveduras constituintes sao
também importantes para o desenvolvimento das caracteristicas fisico-quimicas (WESCHENFELDER,
2009; FARNWORTH, 2005).

Na analise fisico-quimica do kefir é possivel observar uma umidade a 87%, pH variando entre 4,2 e 4,5,
lactose entre 2,6 a 3,75% e dlcoois entre 0,23 e 1,0%, apresentando também acidez em graus “Dornic” com
valores proximos a 80 e acido lactico em 0,7%; a analise fisico-quimica também fornece valores de outros
compostos, sendo estes as proteinas totais, sacarose, gordura, matérias albumindides, acidez volatil, caseina,
albumina, gas carbonico, minerais, diacetil eacetaldeido (WESCHENFELDER, 2009 apud SOUZA etal., 1984).

A caracterizagao fisico-quimica do kefir permite avaliar as diferengas dos produtos finais obtidos e
seus teores, estes podem ser similares quando utilizado diferentes produtos como substrato, isso também
foi relatado por BORGES & COSTA (2015) em seu estudo em que avaliou acidez dos graus Dornic (D°);
proteinas totais; sacarose; gordura; pH; lactose em kefir produzido a partir de leite desnatado UHT o qual
apresentou 0.30% de gordura; 3.54% proteina; 5,47% lactose; 37.80 ° densidade; 70° de Acidez Dornic e
leite integral pasteurizado apresentando 0.22% de gordura; 3.25% de proteinas; 5.11% de lactose; 34.90°
densidade; 15° de Acidez Dornic. Apesar da empregabilidade da mesma metodologia para ambas as
situagdes obtiveram diferencas de resultados.

O 4cido latico é um produto final da fermentagdo da lactose presente no kefir, atua sobre ele como
conservante natural e inibe o crescimento de bactérias patogénicas e/ou deteriorantes. A avalia¢ao do seu
teor apresentando aumento ¢ indicativa de constante fermentagdo e como consequéncia tem-se a queda
dos niveis de lactose através da fermentacao realizada por bactérias produtoras de acido lactico através da
atividade da -galactosidade, podendo assim ser consumido por pessoas intolerantes a lactose (SAVAIANO
etal., 1984; MARTINI etal., 199; HERTZLER e CLANCY, 2003; TERRA, 2007; CARNEIRO et al., 2012).

A utilizagao do kefir tem um valor fundamental na prevencao de doengas, e na restauragao da microbiota
normal do organismo. Este probidtico tem atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e
gram-positivas, sendo capazes de produzir bacteriocinas. Tal probidtico tem maior efeito bactericida
em bactérias gram-positivas e maior efeito bacteriostatico em gram-negativas (CARNEIRO, 2010 apud
CZAMANSKI et al., 2004).

Esta propriedade antimicrobiana também é relatada através dos efeitos dos lactobacillus do kefir frente
acepas de E. coli; Listeria monocytogenes; Salmonella typhimurium; Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa; Candida spp, entre outros (SANTOS et al., 2003; WESCHENFELDER, et al., 2008).

Escherichia coliéuma enterobacteria que colaboracom aabsor¢io de vitamina K e outras vitaminas no c6lon
do intestino grosso. E gram negativa, em forma de bastdes, anaerébia facultativa, oportunista, algumas cepas
sao moveis devido aos flagelos peritricosos e outras iméveis, podendo ou ndo possuir capsula polissacaridica;
sdo compostas por uma membrana celular fina de peptideoglicanos. O lipopolissacarideo estavel ao calor
(LPS) é o principal antigeno de sua parede, apresentando quatro antigenos: H, O, Ke F. (ARYAL, 2016).

Dentre os diversos microrganismos classificados como de maior importancia na satide ptiblica destaca-
se a Escherichia coli, cujo habitat principal é o trato intestinal de animais de sangue quente (FRAZIER;
WESTHOFF, 1993).

A espécie E. coli compreende 6 categorias patogénicas que causam infec¢ao intestinal em humanos,
estas sdo diferenciadas pela presenca de fatores de viruléncia que as classificam em E. coli enteropatogénica
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(EPEC), sendo a mais versatil entre as categorias diarreiogénicas, E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) ou E. coli produtora da toxina de Shiga (STEC),
E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli aderente difusa (DAEC) (SOUZA et al., 2016).

E. colitambém pode ocasionar infecgdo no trato urindrio (ITU) pela capacidade desse microrganismo
de invadi-lo dependendo de aspectos da histdria da infec¢ao, dos fatores subjacentes do hospedeiro, do
uso de agentes antimicrobianos e instrumentagao do trato urinario (SATO et al., 2005).

E. coli assim como todas as enterobactérias sdo resistentes a varios antibioticos, como clindamicina,
acido fusidico, estreptograminas, glicopeptideos, linezolida, macrolideos, penicilina G, podendo também
apresentar resisténcia intrinseca a outros antibioticos (TRABULSI; ALTERTHUN, 2015). A ampicilina
(AMP) é uma opcao de antibidtico para o tratamento de infec¢des causadas por espécies de bactérias
gram-positivas e gram-negativas sendo esta tltima indicada para E.coli; este antibiotico ¢ derivado das
penicilinas com espectro de agdo que provoca a morte de microrganismos sensiveis (MELO et al., 2012).

Dentro desse contexto o objetivo foi realizar a caracterizagdo fisico-quimica e avaliar a atividade
antimicrobiana de kefir frente a cepas de Escherichia coli NEWP 0022.

METODOLOGIA

Para execugdo do trabalho foram utilizados dois kefir’s provenientes de diferentes domicilios de
Votuporanga, realizou-se entdo a separagao dos graos de kefir da bebida fermentada. Sendo posteriormente
feitas determinagdes fisico-quimicas, de acidez Dornic; e determinagdo da concentragiao da lactose, e
atividade antimicrobiana frente a cepas de Escherichia coli NEWP 0022.

Para obtengao do kefir e dos seus graos foi utilizado a metodologia de WESCHENFELDER et al.
(2008), feita através da inoculagao dos graos de kefir ao leite, por 24 horas a 25° C +2° C, para a maturagao
foram aguardadas mais 144 horas a 7° C+ 2°C, feito em seguida a separacdo da amostra em kefir e graos
de kefir (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma do processo de manipulagao do kefir.

Inoculagdo dos grios de kefir ao leite

Incubagao por 24 horas a 25°C +2° C

Maturagdo por 144 horasa 7° C +2° C

l

Separagdo da amostra

N

Obtengdo da bebida kefir Obtengido dos grios de kefir

ANALISE FiSICO-QUIMICA
Na analise fisico-quimica foi realizado o teste de acidez titulavel, feito para detec¢ao de acido lactico
e com essa acidez expressa em graus Dornic durante um periodo de seis dias consecutivos. Uma
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substancia alcalina (NaOH 11N), foi adicionada a uma bureta de 50 mL. Em seguida foi adicionado a
um Erlenmeyer 10 mL de leite, 50 uL de fenolftaleina, misturou-se esta solugao, podendo assim iniciar a
técnica gotejamento até que a solugdo adquiriu a cor résea. Cada 0,1 mL da solugao de NaOH 11N gasto
no teste corresponde a 1°D ou 0,1g de acido lactico/L (ALMEIDA, 2011).

Para realizagdo do método de Lane-Eynon foi necessario anteriormente realizar a padronizagdo do
reagente Fehling, o qual foi utilizados para os cdlculos de % teor de lactose.

Apos padronizagdo do reagente Fehling foi realizada a determinagdo de % de teor de lactose no leite
ja incubado com kefir dia a dia por seis dias, foram pesados 10 mL do leite em balao volumétrico de 250
mL, adicionou 5 mL da solugdo de ferrocianeto de potassio a 15% e 5 mL da solu¢ao de acetato de zinco
a30%. Agitou e completou o volume com agua destilada. Deixou em repouso até sedimentar filtrando e
transferiu para uma bureta de 50 mL. Pipetou para Erlenmeyer, 5mL da solucdo de Fehling A, 5 mL da
solucdo de Fehling B e 40 mL de agua destilada. A mistura foi aquecida até chegar ao ponto de ebulicdo e
titulou gotejando a solugdo da amostra contida na bureta, sem agitacao, até o liquido sobrenadante ficar
levemente azulado. Manteve a ebuli¢ao e adicionou 1 gota da solu¢ao azul de metileno a 1% no liquido
e continuou a titulagao gota a gota até a descoloragao do indicador. Em seguida foi necessario realizar o
seguinte calculo do teor % de glicidios redutores em lactose:

T
100.250.(;)-139/V.m

Onde: T= titulo da solucao de Fehling; V= volume da amostra gasto na titulagdo em mL; m= massa
da amostra em g; 1,39= fator de corre¢do da glicose para lactose (SILVA, 2014).

ANALISE ANTIMICROBIANA

Primeiramente foi realizado controle de qualidade através da execugdo da técnica de esgotamento
utilizando kefir em agar MacConkey para avaliar presenca ou auséncia de crescimento de Escherichia
coli nos kefir A e kefir B, ambos foram semeados em placas separadamente e posteriormente incubadas
4 36°C e realizada analise apds periodo de 24 e 48 horas.

Em seguida foi realizada a técnica proposta por GROVE e RANDALL (1995), a técnica consiste na
utiliza¢ao de camadas duplas do agar na placa, estas denominadas como base representando a camada
inferior na placa e camada seed representando a camada superior na placa.

Para realizagdo da técnica foram confeccionadas duas placas para cada respectivo kefir. Sobre cada
placa de petri estéril foi adicionado 20 ml do dgar Mueller Hinton (AMH) para formagao da camada
base, apds o resfriamento e endurecimento do agar partiu-se para preparacao da camada seed. Para
realizagdo da camada seed foram utilizados 20 ml do agar Mueller Hinton (AMH) e 2 ml de caldo de
enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI) com o in6culo de coldnias de cepas padrao de Escherichia
coli seguindo a escala 0,5 de Mc Farland. Para preparagao do caldo com o indculo foi adicionado em um
tubo estéril 2 ml do caldo BHI e 1 ml em outro tubo estéril, foram adicionadas colonias de Escherichia
coli NEWP 0022 cultivadas em laboratério no tubo contendo 2 ml do caldo, este foi agitado e comparado
com a escala 1 de Mc Farland, posteriormente foi retirado 1 ml deste tubo e transferido para o segundo
tubo que continha 1 ml de caldo para obtencao da escala 0,5 (GROVE; RANDALL, 1995; ALVES, 2008).

O caldo com o indculo foi depositado juntamente aos 20 ml de d4gar Mueller Hinton (AMH) sobre
a camada base na placa e aguardou-se o resfriamento e endurecimento da mesma. Apds a solidificagdo
da camada seed, foram confeccionados pogos com dispositivos esterilizados, cilindricos e metalicos de
diametro conhecido. Foram confeccionados 6 pogos no agar, cada um deles compondo uma dilui¢ao
diferente do kefir. Para realizagdo das dilui¢des foi utilizado solugdo salina a 0.9% ao modo que o
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primeiro pogo utilizou uma dilui¢do de 1:1 correspondendo apenas a 40 ul de kefir, e os posteriores pogos
compreendendo dilui¢des de 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6; em cada pogo foi adicionado 40 ul das respectivas
dilui¢oes. Sobre o agar também foi confeccionado um controle positivo através da inser¢do de Ampicilina
(AMP 10) e um controle negativo (solugao salina) e em seguida as placas foram incubadas 4 36°C por 24
horas (GROVE; RANDALL, 1995; ALVES, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na aplicagdo da metodologia de Dornic para avaliar quantidade de acido lactico presente em g/L e
convertido para °D, observou-se similaridade entre os resultados obtidos durante os 6 dias consecutivos
entre o kefir A e o Kefir B. Apesar de serem oriundos de diferentes domicilios. Ambos apresentaram 16
°D no primeiro dia de analise e com aumento progressivo, finalizando o sexto dia de analise apresentando
72° D para o kefir A e 75° D para o kefir (Tabela 2).
Na metodologia de Lane-Eynon com a andlise de padroniza¢do do reagente Fehling demonstrou 0,07
m/m, sendo este o valor utilizado para metodologia proposta com. Os resultados pds-analise de % teor de
lactose demonstraram diminui¢do do mesmo apos analise de 6 dias consecutivos, ambos kefir obtiveram
teor inicial de 5,04%, ambos apresentaram diminuicdo progressiva e com valores similares finalizando a
analise do sexto dia com teor de 3,71% e 3,30% de lactose nos kefir A e kefir B respectivamente (Tabela 3).

Tabela 2 - Resultados obtidos pos-analise de acido lactico presente no leite ao decorrer dos dias de
incubagao com kefir expressos em g/L e D.

Kefir A Kefir B
Dia 01 1,6 g/L—16°D 1,6 g/L—16°D
Dia 02 2,2g/L-22°D 2,1 g/L-21°D
Dia 03 2,2 ¢g/LL—-22°D 2,2 g/LL—-22°D
Dia 04 2,7g/L-27°D 2,3 g/L-23°D
Dia 05 2,8 g/L—28 °D 3,2 ¢g/LL—32°D
Dia 06 7,2 g/L—72°D 7,5 g/L—75°D

Tabela 3 - Demostragao de resultados obtidos pds-analise de % teor de lactose presenre no leite ao passar
dos dias de incubag¢do com kefir's.

Kefir A Kefir B
Dia 01 5,04 % 5,04 %
Dia 02 4,18 % 4,33 %
Dia 03 4,18 % 4,10 %
Dia 04 3,90 % 4,03 %
Dia 05 3,80 % 3,65 %
Dia 06 3,71 % 3,30%

Fonte: dados da pesquisa.
WESCHENFELDER et al. (2008) ao realizar analise fisico-quimica em 4 populag¢oes distintas de kefir

avaliou acidez (°D) com 2 concentragdes de graos/leite (1:10/1:5) classificados como A e B respectivamente.
A analise foi realizada apds (24h - 25°C) e matura¢io (144h - 7°C) obtendo resultados entre 141,95
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°D e 251,09 °D para as 4 populagdes com concentracdes de 1:10 e resultados entre 184,02 e 266,98
°D para as 4 populagdes com concentragdes 1:5. Também foi avaliado % teor de lactose presente nas
populagdes seguindo a mesma aplicagdo de concentragao, as 4 populagdes realizadas com concentragao
de 1:10 apresentaram valores entre 1,04% e 1,50% enquanto quando realizadas em concentragdes de 1:5
apresentaram resultados de 0,93% e 1,30%.

Em estudo realizado por SOUZA et al. (1984) ao realizar a caracterizagao fisico-quimica envolvendo
a analise de acidez em graus Dornic (°D) e lactose obteve valores aproximados a 80°D e lactose entre 2,6
a 3,75% (WESCHENFELDER, 2009 apud SOUZA et al., 1984).

Foirealizada a demonstragao grafica do acido lactico (g/L) e lactose (%) presente em ambos kefir onde
é possivel observar a elevaciao do acido lactico a medida em que a concentragdo da lactose diminui seus
niveis em decorréncia da fermentagdo ocorrida no periodo de 6 dias (Graficos 1 e 2).

Grafico 1 - Demonstragdo grafica comparativa da variagdo das concentragdes de acido lactico (g/L) e
lactose (%) de kefir A com o decorrer dos dias.
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Grafico 2 - Demonstragao grafica comparativa da variagdo das concentragdes de acido lactico (g/L) e
lactose (%) de kefir B com o decorrer dos dias.
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Fonte: dados da pesquisa.

Poucos estudos remetem a caracterizagao fisico-quimica do kefir, entretanto ao que refere a elevagdo
do dacido lactico apos fermentagdo é deve-se da presenga de aproximadamente 25% da lactose original
no leite (FARNWORTH, 2005).

Segundo Rea et al., (1996) os diferentes microrganismos presentes nos graos de kefir apresentam-
se ativos em fases distintas da fermentagdo. Espécies de Lactococcus sdo descritos como primeiros a se
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desenvolver resultando em aumento da acidez durante as primeiras horas de fermentagdo. A acidez
mais alta propicia condi¢des para o crescimento de Lactobacillus. Essa distingdo de microrganismos
predominantes em determinado periodo reflete os diferentes teores de acidez.

ANALISE ANTIMICROBIANA

O controle de qualidade realizado para avaliar a presenga ou auséncia de crescimento de Escherichia coli
foi observado apos as 24 e 48 horas de periodo de incubag¢ao tornando evidente a auséncia de Escherichia
coli em ambas placas semeadas com kefir.

Apds 24 horas de incubagdo das placas preparadas com a técnica de difusdo em pogos foi observado o
aparecimento de halo inibitério de 3 mm ao redor do pogo contendo a dilui¢do 1:1 da placa preparada
com o kefir B enquanto os demais pogos apresentaram auséncia do aparecimento de halo de inibi¢ao
(figura 5). Na placa preparada com o kefir A foi observado o aparecimento de halo inibitério de 1 mm
ao redor do pogo contendo a diluigdo de 1:1 e auséncia de aparecimento de halo de inibi¢do nos demais
pogos (figura 4). Em ambas as placas observou a auséncia de modificagdo apds tempo de 48 horas de
incubagdo. O antibidtico ampicilina (AMP 10) utilizado como controle positivo houve aparecimento de
halo de inibi¢do de 8 mm em ambas as placas (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Difusdo em pocos com “kefir A” apds 24 horas de incubagao.
i Z T —— : NN

Fonte: dados da pesquisa.
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Em um estudo realizado por WESCHENFELDER et al. (2009) ao aplicar um teste de diluicao
envolvendo kefir tradicional para determinagdes da intensidade de ativagdo de inibi¢ao bacteriana/
bacterostasia e da intensidade de atividade de inativagdo bacteriana/bacterostasia demonstraram que o

kefir em concentragdo de 50% apresentaram total inibigdo e inavitacao frente ao indculo Escherichia coli
ATCC (11229) em concentragoes < 10* UFC/ml.

CoNCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel concluir que ambos os kefir demonstraram significativa diminuigao
de lactose e aumento de acido lactico, esta alteragdo é devido a presenca de bactérias acido lacticas (BAL) no
kefir, a qual converte lactose e outros agticares em acido lactico. Com avaliagao da atividade antibacteriana
pode-se comprovar que cepas de Escherichia coli NEWP 0022 apresentam resisténcia a ambos kefir.
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