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RESUMO - O kefir € um produto da fermentacdo, normalmente do leite, por gréos de
kefir. Tais grédos sdo formados principalmente por Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus, Acetobacter e leveduras, que tem um crescimento
simbiotico. Os Lactobacillus tem revelado grande potencial para controle bioldgico de
patdgenos, devido aos metabdlitos produzidos durante o processo fermentativo. Sabe-se
que o kefir sofre variacbes em sua constituicdo microbiana em fun¢éo do local de
origem, tempo de cultivo e condi¢cdes do processo fermentativo. Deste modo, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inibitéria de soro de kefir estéril frente
a Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos indicam as concentragdes de soro de
kefir in natura testadas: 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12% n&o desencadearam a
inibicdo da P. aeruginosa, apesar de muitos trabalhos revelarem um resultado diferente
do apresentado, isso justifica-se na dificuldade de padronizagdo do processo em virtude
das diversas variacdes que o kefir pode apresentar.
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DETERMINATION OF MINIMUM INHIBITORY
CONCENTRATION (MIC) OF STERILE KEFIR SERUM
ABOUT Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT - Kefir is a product of fermentation, usually of milk, by kefir grains.
Lactobacillus has revealed great potential for biological control of pathogens due to the
metabolites produced during the fermentation process. Thus, the present work aimed to
evaluate the inhibitory activity of sterile kefir serum against Pseudomonas aeruginosa.
The results indicate that the concentrations of in natura kefir serum in the tested
samples: 50%, 25%, 12.5%, 6.25% and 3.12% did not trigger inhibition of P.
aeruginosa, although many studies revealed a different result from the one presented,
this is justified in the difficulty of standardization of the process due to the different
variations that kefir can present.
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1. INTRODUCAO

Kefir € um leite fermentado, acido, levemente alcoolico, produzido artesanalmente a
partir de grdos que contém uma populacdo relativamente estdvel de microrganismos
simbioticos, contituido principalmente por bactérias acido-lacticas, acido-acéticas e leveduras,
imersos em uma matriz de polissacarideos e proteinas (Leite et al., 2013).

Por ser um produto artesanal, € comum a variagdo entre os tipos de kefir produzidos, em
funcdo da origem dos gréos, formas de cultivo, periodo de fermentacdo e populagdo de
microrganismos que o constitui (Leite et al., 2013). Os microrganismos predominantes sdo na
maior parte Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Acetobacter e leveduras
(Garrote et al., 2001)

As bactérias lacticas presentes neste alimento despertam grande interesse na industria
devido ao seu potencial de utilizacdo no biocontrole de microrganismos patogénicos.
Algumas espécies exercem atividade inibitoria frente a outras bactérias, devido a competicéo
direta por nutrientes ou pela producdo de compostos com efeitos antagbnicos, tais como
acidos organicos, diacetil, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas (Hansen, 2002).

Presente no meio ambiente, Pseudomonas aeruginosa € um ubiquitario da agua e solo,
sendo reconhecido como pertencente a microbiota normal da superficie de plantas, pele do
homem e animais, porém sua relevancia estd em seu papel como patdgeno oportunista,
ocasionando infec¢cdes quando da reducdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Maia,
2009).

A P. aeruginosa ao ter acesso a sitios corporais hormalmente estéreis pode provocar
infeccdes deste o trato urinario ao sistema respiratério, sitios cirtrgicos, queimaduras graves,
dermatites, estando algumas vezes associado com casos de meningite, endocardite, episddios
de diarréia e septicemia; quadros clinicos também observados em diferentes espécies animais,
especialmente sob condicGes de stress (Algun et al., 2004).

Tendo em vista que pode haver uma diferenciacdo entre cada kefir de acordo as
referéncias acima citadas e o elevado grau de patogenicidade da P. aeruginosa, faz-se
necessario o presente trabalho, que teve como objetivo determinar a concentracao inibitoria
minima (CIM) de soro de kefir com pH corrigido e esterilizado em filtro de membrana, frente
a P. aeruginosa.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros. O
kefir utilizado é cultivado em leite e oriundo do Laboratorio de Produtos Lacteos da mesma
instituicdo, adquirido por doagdo. A cultura patogénica utilizada, P. aeruginosa (ATCC
27853), foi adquirida na forma liofilizada e reativada em BHI.

2.1. Preparo do Soro
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Primeiramente foi realizada a fermentacao do leite por gréos de Kefir por um periodo de
24h a temperatura ambiente, em seguida os grdos foram coados e o permeado foi resfriado a
5°C (x1°C) por aproximadamente 12h. Foi feita uma nova filtracdo em papel filtro por
gravidade para separacdo do soro presente na bebida lactea. O soro passou por uma correcao
de pH com uso de Solucgéo de Hidréxido de Sodio 10%, de um pH de 2,88 a 6,37 eliminando
assim a possivel inibicdo dos patdgenos devido a acido do meio.

A etapa de esterilizacdo dos soros ocorreu em capela de exaustdo através do uso de
filtro de membrana estéril (PES) para seringa descartavel com porosidade 0,22 micrometros
da Marca Kasvi K-18230. Apés a esterilizacdo os soros foram reservados para preparo
determinacéo da CIM.

2.2. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo minima € avaliada através da determinacdo da
quantidade minima da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-
teste. A andlise foi realizada como descrito em NCCLS (2003) com o método de
macrodiluicdo em caldo Brain Heart Infusion (BHI).

Para a CMI, foram produzidas dilui¢bes seriadas, contendo 2,5 mL de soro de kefir e
2,5 mL do caldo BHI, obtendo-se as concentragdes finais de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 % de
soro em 5 tubos. Em seguida foi inoculado 12 pL da suspensao de P. aeruginosa, previamente
ativada. O controle positivo foi realizado com acréscimo de 12 pL da suspensdo direta do
micro-organismo e o controle negativo foi avaliado em tubos sem o acréscimo de
microrganismo, apenas com o soro de kefir e BHI. Todos os tubos foram incubados a 35°C
por 24 horas em Estufa Bacterioldgica (BOD). Apds esse periodo foi avaliado o crescimento
microbiano, com auxilio de 125 pL do Cloreto de Tetrafeniltetrazolico (TTC), que indica a
multiplicacdo celular, apresentando coloracdo avermelhada na presenca de células viaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 esta representado o teste CIM realizado para P.aeruginosa. Uma vez que 0s
5 primeiros tubos diferiram do controle negativo devido sua coloracdo rosea, conclui-se que
ndo houve inibigcdo do crescimento de P.aeruginosa pelas concentracdes testadas: 50%, 25%,
12,5%, 6,25% e 3,12% de soro de kefir in natura.

Figura 1 - Analise da Concentracédo Inibitéria Minima para P.aeruginosa.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Ryan et al., (appud Garrote et al., 2001, p.
364) que ndo apresentou inibicdo de P. aeruginosa por kefir e outros microrganismos. Por
outro lado, Rodrigues et al., (2005) em estudos realizados com kefir proveniente de Alfenas,
Minas Gerais, Brasil, revelou atividade antimicrobiana frente a P. aeruginosa. Assim como
um trabalho realizado por Rahimzadeh et al., (2011), que também relata atividade
bacteriostatica e bactericida de kefir sobre 0 mesmo microrganismo.

Segundo Weschenfelder et al. (2009), as bactérias &cido-lacticas presentes nos graos de
kefir produzem bacteriocinas, substancias com propriedades antimicrobianas, que podem
inibir tanto bactérias Gram-positivas quanto bactérias Gram-negativas. Ja Martins et al.
(2012), atribui o efeito antibacteriano do kefir a presenca desses microrganismos probioticos,
que por meio de competi¢do impedem a colonizagdo de bactérias patogénicas no meio.

Como ressalta Weschenfelder et al. (2009), os diferentes resultados obtidos nos
trabalhos realizados a respeito da atividade antibacteriana do kefir justificam-se pelas
diferentes técnicas de manipulacdo e padronizacdo das amostras, bem como ao tipo de
substrato utilizado para proliferacdo dos grdos e a origem dos mesmos, que pode influenciar
na dosagem da substancia antimicrobiana no extrato testado.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que as concentracOes de soro de kefir testadas sobre P.aeruginosa néo
promoveram a inibicdo da mesma, tais resultados podem ser justificados pela dificuldade de
padronizacdo do processo fermentativo e diversas variacbes da composicdo dos grdos, além
da origem e cultivo dos mesmos.
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