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RESUMO - O kefir é uma bebida fermentada por uma cultura simbidtica presente
em uma matriz de polissacarideos, que € constituida principalmente por
microrganismos do tipo Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Acetobacter e
leveduras, vem sendo alvo de pesquisas quanto a sua capacidade antimicrobiana
sobre diversos microrganismos patogénicos. Sabendo-se da elevada patogenicidade
da E coli, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a concentracdo inibitoria
minima de soro de kefir sobre tal bactéria. Os resultados obtidos indicam que para
as concentracdes testadas, o soro de kefir ndo apresentou atividade inibitoria, sendo
preciso a analise de outras concentragdes ou sobre outros microrganismos. Conclui-
se que a Concentracao inibitéria minima do soro de kefir ndo se encontra dentre as
testadas no presente trabalho.

ABSTRACT — Kefir is a drink fermented by a symbiotic culture present in a
polysaccharides’ matrix, which is constituted mainly by microorganisms of the type
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Acetobacter and yeasts, it has been the
subject of Researchs, regards its antimicrobial capacity on various pathogenic
microorganisms. Knowing the high pathogenicity of E. coli, the present study aims
to evaluate the Minimal Inhibitory Concentration of kefir serum on such bacteria.
The obtained results indicate that at the concentrations tested, the kefir serum did
not present inhibitory activity, being necessary the analysis of other concentrations
or on other microrganisms. It is concluded that the Minimal Inhibitory
Concentration of kefir serum is not any of the ones tested in the present work.

INTRODUCAO

Leite fermentado pode ser definido como o produto obtido a partir da fermentacdo do
leite por culturas lacteas proprias, incluindo-se o leite cultivado, leite acidofilo, coalhada, kefir



e demais (BRASIL, 2000). Dentre tais, o kefir € um leite fermentado que possui certa acidez,
levemente alcodlico, ligeiramente efervescente e espumoso.

O kefir é obtido artesanalmente a partir de grdos que contém uma populacao relativamente
estavel de microrganismos simbidticos, que muitas vezes sofre influéncia da regido geogréafica
de origem, do tempo de utilizacdo, do substrato utilizado para proliferacdo dos grédos e das
técnicas utilizadas no cultivo, uma vez que os graos sdo encontrados imersos em uma matriz
composta de polissacarideos e proteinas (ABRAHAM & DE ANTONI, 1999; WITTHUHN et
al., 2004; WSZOLEK et al., 2001)

Segundo Santos (2008), a principal caracteristica do kefir é a presenca de uma microbiota
diversificada, mantida pela matriz de polissacarideos, proteinas e gorduras que formam os seus
grdos. Ainda, de acordo com Garrote et al., (2001) e Chen et al., (2008), a maior parte da
populacdo da microbiota do kefir é formada por Lactobacillus, além de Lactococcus,
Streptococcus, Acetobacter e leveduras.

Muitas espécies de Lactocbacillus sdo capazes de produzir uma variada gama de
substancias, que podem ser inibidoras para outras bactérias. Tais substancias incluem:
compostos antimicrobianos, como &cidos organicos, dioxido de carbono, etanol,
polissacarideos e bacteriocinas, que apresentam potencial no controle de patoégenos (MESSES;
DE VUYST, 2002).

Um microrganismo potencialmente patogénico largamente difundido na natureza
Escherichia coli, bactéria gram-negativa, aerobia facultativa, que tem como principal habitat o
trato intestinal de animais de sangue quente, vem merecendo crescente atencdo epidemiologica,
considerando os riscos para 0s humanos a ela expostos, dentre 0s quais pode-se destacar
infeccdes intra-abdominais, infeccdo do trato urinario, podendo disseminar-se para os rins, ou
ainda para a prostata, meningite neonatal e doencgas gastrointestinais que sdo as mais frequentes
(ACHA, ZYFRES, 2003; KOHLER, DOBRINDT, 2011; WESCHENFELDER et al., 2009).

Tendo em vista que pode haver uma diferenciacdo entre cada kefir de acordo as
referéncias acima citadas e o elevado grau de patogenicidade da E. coli, faz-se necessario o
presente trabalho, que teve como objetivo avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
soro de kefir com pH corrigido e esterilizado em filtro de membrana, frente a Escherichia coli.

METODOS E TECNICAS

O experimento foi conduzido no laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto
de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais, campus Montes Claros. O kefir
utilizado é cultivado em leite e oriundo do Laboratério de Produtos Lacteos da mesma
instituicdo, adquirido por doacdo. A cultura de E. coli utilizada foi isolada no Laboratério de
Microbiologia da instituicdo, de esponjas e passaram por testes bioquimicos e microbiol6gicos
de identificacdo.

Preparo do soro

Primeiramente foi realizada a fermentacédo do leite por grdos de Kefir por um periodo de
24h a temperatura ambiente, em seguida os grdos foram coados e o permeado foi resfriado a
5°C (x£1°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 correcédo de
pH com uso de Solucéo de Hidrdxido de Sédio 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 esterilizagdo 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. Apos a esterilizacdo os soros foram reservados para preparo determinacdo da
CIM.

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da concentragdo minima é avaliada através da determinacdo da
guantidade minima da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste
(OSTROSKY, 2008). A anélise foi realizada como descrito em NCCLS (2003) com o0 método
de macrodiluicdo em caldo Brain Heart Infusion (BHI).

Para a CMI, foram produzidas dilui¢cdes subsequentes, contendo 2,5 mL de soro de kefir
e 2,5 mL do caldo BHI, obtendo-se as concentracdes finais de 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e
3,125% de soro em 5 tubos. Em seguida foi inoculado 12 pL da suspensdo de E. coli,
previamente ativada. O controle positivo foi realizado com acréscimo de 12 pL da suspensao
direta do microrganismo 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 uL do Cloreto de Tetrafeniltetrazélico (TTC), que indica a
multiplicacdo celular, apresentando coloracdo avermelhada na presenca de células viaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 representa o Teste CIM realizado para E. coli. Uma vez que 0s 5 primeiros
tubos diferiram do controle negativo devido sua coloracdo rosea, conclui-se que ndo houve
inibicdo do crescimento de E. coli pelas concentragOes testadas: 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e
3,12% de soro de kefir in natura.

Figura 1 - Analise da Concentracdo inibitdria minima para E. coli.

Legenda: Da Esquerda para a direita as concentragGes de soro nos tubos sdo de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%

e 3,125%, 0 sexto e sétimo tubos sdo, respectivamente, o controle positivo e negativo. Fonte: Préprio autor.

Diferentemente dos resultados obtidos por Weschenfelder, Wiest, Carvalho (2009), que
constataram uma capacidade de inibigcdo de soro de kefir sobre E. coli, o presente estudo ndo
constatou pela andlise da CIM uma concentracdo que inibisse o crescimento de tal
microrganismo em BHI. Tais resultados podem ser justificados por questfes como o tipo e as



técnicas de manipulacéo dos gréos de kefir, a duracéo do processo fermentativo que influencia
na producdo de diversos metabdlitos que podem ser os responsaveis pela atividade inibitoria e
pela composicdo microbiana do soro empregado.

Caetano e Montanhini (2014) por outro lado, avaliaram a inibicdo de E. coli através da
fermentacao do kefir em leite artificialmente contaminado pelo patdgeno, e constataram que a
fermentac&o do kefir ndo inibiu a atividade da bactéria contaminadora, sendo fundamental o
uso de um substrato livre de contaminantes e que seja produzido em um ambiente com boas
condicdes de higiene.

Como ressalta Weschenfelder, Wiest, Carvalho (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 graos, assim como a origem dos mesmos.

CONCLUSAO

Conclui-se que as concentragdes de soro de kefir testadas sobre E. coli ndo promoveram
a inibicdo da mesma, tais resultados podem ser justificados pela baixa concentracdo de
substancias inibitdrias, geradas durante o processo fermentativo, além de outras variaveis como
a composicdo dos gréos, origem e cultivo dos mesmos.
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