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1. INTRODUCAO

O kefir é um leite fermentado considerado um alimento probiotico, pois €
produzido por um grupo de microrganismos, predominantemente de bactérias acido-
laticas (BAL) e de leveduras, podendo conter bactérias acido-acéticas, estando
todos suspensos em uma matriz de polissacarideos e proteina, coexistindo em uma
associacao simbidtica (BERGMANN, et.al., 2010). Os microrganismos presentes em
diferentes fermentacdes podem diferir uns dos outros, entretanto algumas espécies
estdo sempre presentes, entre as quais bactérias dos géneros Lactobacillus,
Lactococcuse Leuconostoc (FARNWORTH; MAINVILLE, 2008).

Os produtos da fermentacdo do kefir sdo, predominantemente derivado das
fermentacdes laticas por BAL, apresentando alguns fendtipos tipicos como, gram-
positivos, geralmente ndo moveis, ndo esporulados, catalase negativa, anaerdbios
aerotolerantes, fastidiosos, &cido-tolerantes e estritamente fermentadores, sendo o
acido latico, o principal produto final da fermentacédo de acucares (LOPITZ-OTSOA
et.al., 2006).

Diversos estudos sobre kefir, tém sido realizados e, muitos desses relatam os
aspectos benéficos que esta bebida oferece ao organismo humano, que derivam
muito da constituicdo e dos microrganismos presentes nos graos destacando-se as
bactérias acido-laticas, conhecidas por suas propriedades probidticas e por sua
utilizacao na producéo de alimentos.

O isolamento e a selecdo de bactérias que se enquadram nesse perfil, tanto
guanto o desenvolvimento de processos fermentativos que garantam uma boa
producéo, sdo de grande importancia para a pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos (FARNWORTH; MAINVILLE, 2008). Assim, no presente trabalho objetivou-
se isolar e caracterizar bactérias acido-laticas provenientes de kefir.

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado no Laboratorio de Processamento de Produtos de
Origem Animal (LPOA)/UFPel, onde obteve-se quatro amostras de graos de kefir,
sendo trés destas procedentes da regido de Pelotas (KA, KF e KK) e uma
proveniente da cidade de Rio Grande (KH). A primeira etapa consistiu em submeter
as amostras a fermentacdo com propoésito de obter o kefir de leite utilizando leite
UHT (Ultra High Temperature) integral (Santa Clara®) em temperatura ambiente (=
23°C), vidros esterilizados (capacidade de 250 mL), cobertos com papel toalha, para
gue 0s microrganismos realizem os processos metabdlicos, e acondicionados em
caixa de isopor por aproximadamente 48h.
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Isolamento

Apé6s as fermentacdes iniciou-se o isolamento, seguindo a metodologia
proposta por EDALATI et. al. (2019), com modificacbes. Assim, pesou-se 25 g do
kefir de leite e adicionou-se a 225 mL de agua peptonada (AP) (Acumedia) 0,1%. A
partir da diluicdo inicial (10!) foram feitas diluicdes decimais seriadas em AP 0,1%
até 10% com o intuito de obter-se colbnias isoladas durante o crescimento em
placas. Utilizando agar MRS (De Man, Rogosa & Sharpe) (Acumedia), plagueou-se
em superficie (duplicata) as diluicdes a partir de 102 e, em seguida, as placas foram
incubadas a 37 °C por 72h, em anaerobiose. Depois, selecionou-se aleatoriamente,
10 colénias de cada amostra (KA, KF, KK e KH), considerando caracteristicas
morfolégicas definidas, (brancas, leitosas, brilhosas, formato arredondado, bordas
regulares, sem presenca de halos e de tamanho pequeno). Em seguida, essas
colénias foram repicadas para placas contendo &agar MRS, pela técnica de
estriamento, com a finalidade de purifica-las. O processo de purificacédo foi repetido
por trés vezes.

Caracterizacao dos isolados

Inicialmente, realizou-se analise de catalase e coloracdo de Gram segundo
metodologia proposta por HOLT (1994) objetivando selecionar isolados Gram-
positivos e catalase negativa (caracteristicas de BAL). ApGs a obtencao dos isolados
purificados, foram realizados testes tecnoldgicos (tolerancia a pH 4,5 e 8,0,
temperatura de 8 °C e 45 °C, concentracdo salina de 3% e 9%, producdo de
exopolissacarideos e perfil fermentativo), seguindo metodologia proposta por LIMA
et. al., (2009). Todos os testes tecnolégicos foram realizados a partir dos isolados,
previamente, ativados em caldo MRS por 18 h a 37 °C, em anaerobiose.

Testes de seguranga

Conforme proposto por KATEETE et al. (2010), foi realizado o teste de
DNase, a partir da inoculagdo dos isolados cultivados anteriormente em caldo MRS
por 18h a 37 °C, em anaerobiose, para o agar DNase (Acumedia) pela técnica de
gota. As placas foram incubadas a 37 °C por 48h e para realizar a leitura dos
resultados foi utilizada a solucao de acido cloridrico (HCI) na concentracdo de 1 N.
Halos transparentes ao redor dos isolados denotariam resultado positivo para
producdo da enzima DNase. Para controles positivo e negativo foram utilizadas
cepas de S. aureus ATCC 25923 e AP 0,1% esterilizada, respectivamente. A
atividade da enzima gelatinase foi determinada em meio de cultura preparado com
1% de extrato de levedura, 1,5% de triptona de soja e 12% de gelatina. Os isolados,
previamente, ativados em caldo MRS por 18h a 37 °C, em anaerobiose, foram
transferidos para o meio pela técnica de semeadura por picada. Os tubos foram
incubados a 30 °C por sete dias, e no sétimo dia foram mantidos sob refrigeracéo (8
°C) por 30 minutos. O resultado observado a partir da mudanca do estado fisico do
meio de cultivo (solido para liquido) significaria que a enzima apresenta atividade
positiva. Como controles positivo e negativo foram utilizadas as cepas de S. aureus
ATCC 25923 e AP 0,1% esterilizada, respectivamente (PEREIRA et al., 2009).

Para a realizacdo da atividade hemolitica seguiu-se o proposto por EATON;
GASSON (2001), onde a presenca de hemolisina foi determinada apés o cultivo dos
isolados em caldo MRS por 18h a 37 °C, em anaerobiose. Os isolados foram
transferidos para agar Tripticase Soy (TSA) (Himedia) previamente suplementado
com 7% de sangue equino desfibrinado. Como resultado, apdés a incubacéo das
placas por 24 h a 37 °C, a atividade hemolitica foi avaliada através do aparecimento
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de zonas verdes ao redor dos isolados, caracterizando lise parcial dos globulos
vermelhos (a-hemdlise), bem como a lise total (B-hemolise), se houvesse
aparecimento de zonas transparentes ao redor das colbnias. Foi utilizada como
controle positivo a cepa de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e negativo, AP 0,1%
esterilizada.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 40 isolados submetidos a avaliagéo fenotipica de catalase e coloracdo de
Gram, apenas 13 prosseguiram para 0s demais testes. Os resultados da
caracterizacao tecnoldgica podem ser observados na Tabela 1.
Tabela 1- Testes tecnoldgicos quanto tolerancia a pH, temperatura e concentracao
de NaCl dos isolados procedentes de kefir
Isolado pH Temperatura (° C) NaCl (%)
45 8,0 8°C 45 °C 3% 9%
A10 + - -
F1 + - -
F7 + - -
H1 -
H3
H7
H9
H10
K1
K2
K4
K5
K8 + + + + -

(+):caldos turvados indicando multiplicagdo da bactéria; (-): caldo limpido indicando né&o
multiplicagdo da bactéria

Os testes tecnolégicos buscam verificar a viabilidade dos microrganismos de
serem aplicados no desenvolvimento de diferentes produtos (FARNWORTH;
MAINVILLE, 2008). Com isso, observa-se (Tab.l) que 84,61% dos isolados
resistiram e cresceram em pH 4,5 e 23,07% multiplicaram-se em temperatura de 8°C
e na totalidade (100%) a 45°C. Dentre os isolados, 92,30% manifestaram resisténcia
a concentracdo de 3% de NacCl, caracteristicas inerentes ao produto e/ou no
processamento de muitos derivados lacteos e carneos.

Sobre a producao de exopolissacarideos, somente o isolado H3 apresentou
essa capacidade, muito importante na textura de leites fermentados e 0 mesmo
isolado possui perfil heterofermentativo, indesejavel para a producdo de iogurte e
embutidos carneos devido a produgcdo de CO2 no produto final, mas caracteristica
préopria do kefir.

Os isolados A10, F1, F7, H1, H7, H9, H10, K1, K2, K4, K5 e K8 apresentaram
perfil homofermentativo, caracterizado pela producéo de acido latico, como produto
final da fermentagéo de carboidratos e ndo produgédo de CO2, um aspecto desejavel
para a producdo da maioria dos derivados lacteos e embutidos carneos.

Em relacdo aos testes de segurancga, estes baseiam-se na avaliacdo de
fatores de viruléncia que indicam se o isolado possui um perfil patogénico sendo
indesejaveis na aplicacdo em alimentos. Dentre os fatores que determinam a
viruléncia de bactérias, estdo a resisténcia a determinados antimicrobianos, a
presencga de enzimas extracelulares DNase, gelatinase, termonuclease e hemolisina
(EATON; GASSON, 2001). Dessa forma, quanto aos testes de seguranca, todos os
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isolados apresentaram gelatinase negativa, no entanto para DNase e a-hemdlise, 0s
isolados H9, K1, K4, K5 e K8, foram positivos. Dessa forma os isolados, A10, F1, F7,
H1, H3, H7, H10 e K2 apresentaram caracteristicas tecnologicas positivas e
resultados negativos para os fatores de viruléncia.

4. CONCLUSAO
Os isolados de BAL procedentes do Kkefir possuem caracteristicas
tecnoldgicas favoraveis, contudo a presenca da enzima DNase e de a-hemolisina,
indica que alguns destes isolados ndo devem ser aplicados em novos produtos.
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