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Resumo. O leite fermentado a partir de graos de kefir € uma bebida lactea probiotica que fornece ao
consumidor varios beneficios a salde, podendo ser consumida inclusive por pessoas que sofrem de
intolerancia a lactose. Estes grdos contém em sua microbiota bactérias acido-laticas capazes de inibir
a multiplicacdo de alguns micro-organismos patogénicos. O presente trabalho objetivou avaliar a
inibicdo de Escherichia coli pela fermentacdo do kefir produzido com leite artificialmente
contaminado. Para tanto, foi utilizada a cepa de E. coli ATCC 11229 inoculada no leite antes da
producdo do kefir. Apos a fermentacdo por 24h a 20 °C, a amostra foi diluida em &gua peptonada e
inoculada em placa Petrifilm EC, seguido de incubagéo a 36 °C por 24 horas. Em todas as repeti¢des,
foi observado que a fermentacdo do kefir ndo inibiu a multiplicacdo da bactéria contaminante. Os
resultados reforcam a importancia da utilizacdo de leite com qualidade, assim como, de seguir 0s
procedimentos de higiene, tanto com os utensilios utilizados quanto de manipuladores, durante a
fabricacéo do kefir.
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Microbiological analysis of milk unfermented kefir produced with milk contaminated by
Escherichia coli. The fermented milk by kefir grains is a probiotic dairy product that provides to the
consumer several health benefits, and can also be consumed by lactose intolerant people. These
grains contain in their microbiota acid-lactic bacteria able to inhibit the growth of pathogenic
microorganisms. This research aimed to evaluate the Escherichia coli inhibition by the kefir
fermentation, contaminated during its manufacturing. Thus, were used the standard strain ATCC
11229 E. coli, inoculated in the milk for the kefir production. After the fermentation, the sample were
diluted in peptone water and plated in Petrifilm, followed by incubation at 36 °C for 24 hours. In all
repetitions, were observed at the end that the kefir fermentation did not inhibit the multiplication of
the contaminant bacteria. The results reinforce the importance of the use of milk with quality, and to
follow the hygiene proceedings in both utensils and manipulators, during the kefir production.
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INTRODUCAO

Leites fermentados sdo produtos lacteos que
sofreram um processo fermentativo, alterando
assim, suas propriedades sensoriais. Podem ser
produzidos a partir de leite de diferentes
espécies e varios agentes de fermentacdo, por
exemplo: leveduras, mofos, bactérias mesdfilas,
bactérias termofilas e/ou bactérias probidticas
(ORDONEZ et al., 2005).

O kefir € um produto lacteo em que a
fermentacdo ¢ feita por bactérias acido-lacticas
conhecidas como graos de kefir, que produzem
4cido lactico, etanol e di6xido de carbono. E

ligeiramente efervescente e espumoso, com
consisténcia semelhante ao iogurte, de sabor
agridoce e de alta digestibilidade
(MARCHIORI, 2007; LEITE et al., 2013).

Os graos de Kkefir sdo constituidos por
Lactobacillus kefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter.
Contém também leveduras fermentadoras de
lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras
ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus, Saccharomyces cerevisae e
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei,
além das bactérias Bifidobaterium sp e
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Streptococcus salivarius subsp thermophilus
(BRASIL, 2007).

Os gréos de kefir séo estruturados por uma
massa gelatinosa de polissacarideos referidos
como kefiran, contendo estes micro-organismos
em simbiose, com capacidade de multiplicacdo
e aumento de volume, passando suas
propriedades para a geracdo seguinte de novos
graos (MARCHIORI, 2007). Nesse
agrupamento semelhante a uma couve-flor de
cor amarelada ou esbranquicada temos,
vitaminas do complexo B (biotina, niacina,
acido pantoténico, piridoxina, &cido fdlico e
B12) e vitamina K, oito leveduras, célcio,
carboidratos, gordura, fosforo, magnésio,
aminoacidos, além das varias culturas
bacterianas e leveduras, conferindo ao produto
caracteristicas sensoriais singulares. O 4&cido
lactico formado com a fermentacdo da lactose
age como conservante natural, além de facilitar
a absorcdo de minerais pelo organismo
(PINTADO et al., 1996; HERTZLER &
CLANCY, 2003).

O leite fermentado pelo kefir esta sendo
utilizado em pesquisas nos hospitais, na
alimentacdo de pacientes que possuem algum
tipo de enfermidade do trato gastrointestinal; o
produto promove grande capacidade de
estimular o sistema imunolégico aumentando as
defesas do organismo, devido a presenca de
bactérias probidticas (OTLES & CAGINDI,
2003; MARCHIORI, 2007). Tais bactérias
formam uma barreira no intestino impedindo a
colonizacdo de bactérias patogénicas; o
mecanismo para tal impedimento € a
competicdo das bactérias do leite fermentado
diante das bactérias patogénicas. O consumo do
kefir melhora também a digestdo de proteinas,
absorcdo de vitaminas e minerais, reduzindo
significativamente os niveis de colesterol total
com diminuicdo do LDL colesterol, possui
ainda, atividade anticarcinogénica e
imunomoduladores, melhora a digestdo da
lactose, entre outros beneficios (MARTINS et
al., 2012; VARAVALLO et al., 2008).

As bactérias acido-lacticas dos grdos de kefir
também produzem bacteriocinas, substancias
com propriedades antimicrobianas, que podem
inibir tanto bactérias Gram-positivas quanto
bactérias Gram-negativas, dentre as quais se

destaca a Escherichia coli
(WESCHENFELDER et al., 2009). E. coli é
uma bactéria de origem intestinal, Gram-
negativa, aerobia facultativa e potencialmente
patogénica. Pode causar infecgbes intra-
abdominais, infeccdo do trato urinario, podendo
disseminar-se para 0s rins, ou ainda para a
préstata, meningite neonatal e doencas
gastrointestinais que sdo as mais frequentes.
Podemos destacar seis grupos subdivididos de
gastrenterites causadas pela E. coli, que sdo:
ETEC E. coli entero-toxigénica, a EPEC E. coli
entero-patogénica, a EIEC E. coli entero-
invasiva, a EHEC E. coli entero-hemorragica, a
EAEC E. coli entero-agregativa e a DAEC E.
coli difusamente aderente (KOHLER &
DOBRINDT, 2011).

Diante dessas informacGes, esse trabalho tem
como  objetivo, avaliar a atividade
antimicrobiana do kefir produzido a partir de
leite artificialmente contaminado por E. coli e,
deste modo, avaliar se o produto feito a partir do
leite de baixa qualidade microbioldgica podera
resultar em um produto seguro para 0 consumo.

MATERIAIS E METODOS
Preparo do Kefir

Os graos de Kkefir utilizados sdo de uso
domeéstico e foram obtidos por doacao na cidade
de Curitiba — PR, preparado diariamente pelo
método tradicional (www.kefir.com.br) por dois
meses de modo a garantir sua plena atividade e
viabilidade. O leite UHT utilizado no
experimento foi incubado previamente por 7
dias a 35-37 °C, ndo apresentando estufamento
da embalagem, sendo portanto, considerado
esteril (SILVA et al., 2010).

Para a realizacdo do experimento foram
inoculados 20 g de gréos de kefir em 200 mL de
leite integral (proporcdo de 1:10) em frascos
esterilizados. A fermentagcdo foi realizada a
20 °C, 22 °C e 24 °C por 24 e 48 horas (OTLES
& CAGINDI, 2003).

Apos a fermentacdo, foi realizada a separacdo
dos gréos do kefir com o auxilio de uma peneira
esterilizada conforme o fluxograma apresentado
na Figura 1. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.
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Pesagem dos grios de kefir (20g)

Adic@o em 200 ml de leite UHT integral

Fermentacédo a 20, 22 e 24 °C
por 24 e 48h

Filtragem

~

N

Bebida fermentada Kefir

Grios do Kefir

Figura 1 - Fluxograma do preparo do kefir.

Determinacéo do pH

O pH do produto foi medido com o auxilio de
pHmetro digital de acordo com Cechi (2003) em
cada condicdo de tempo e temperatura de
fermentacdo avaliada.

Contaminacdo do Kefir com Escherichia coli

Foi utilizada uma cepa padréo de E. coli ATCC
11229, ressuspendida em caldo BHI por 24h a
36 °C atingindo assim a fase estacionaria da
curva de crescimento. A suspensdo foi diluida
de acordo com a escala de MacFarland (SILVA
et al., 2010) e inoculada de modo que os niveis
de contaminacdo no leite atingissem as
contagens de 10, 102 e 10° de E.coli por mL de
leite. As amostras foram incubadas a 20 °C por
24h,

As andlises de E. coli (conforme procedimento
abaixo)  foram  realizadas antes da
inoculacdo/fermentacdo do kefir e no produto
final. A bebida fermentada e os gréos de kefir
utilizados em cada experimento foram
autoclavados e descartados ao final de cada
experimento, em funcdo da contaminagdo com
E. coli.

Contagem de E. coli

Foram diluidos 25 mL das amostras em 225 mL
de agua peptonada (seguida de diluicdes

seriadas) e inoculados 1 mL de cada diluicdo em
placas Petrifilm E. coli (3M), seguido de
incubacdo a 36 °C por 24 horas. As coldnias
caracteristicas (azuis com formacdo de bolhas)
foram contadas e o resultado foi convertido em
UFC/mL em funcdo da diluicdo utilizada
(SILVA et al., 2010).

Figura 2 — Leite fermentado kefir.

Figura 3 — Gréos de kefir.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH do produto variou em funcdo da
temperatura e do tempo de fermentagdo. Quanto
mais alta a temperatura, mais baixo o pH; quanto
maior o tempo de incubacdo, mais baixo o pH
(Tabela 1).

O kefir € um produto caseiro, fermentado em
temperatura ambiente, sendo portanto, dificil de
controlar a temperatura de fermentagéo,
faltando assim, uma padronizacdo no pH do
produto final. O produto obtido em dias quentes
sera mais acido do que o obtido em dias frios. O
pH baixo representa um fator intrinseco
inibitério para muitos micro-organismos, o que
seria desejdvel em se tratando do efeito
antimicrobiano do produto frente as bactérias
patogénicas. No entanto, produtos
demasiadamente &cidos tendem a desagradar o
consumidor.

Considerando o aspecto sensorial, o ideal seria
uma fermentacéo de, no méximo, 24 horas a 20
°C, pois nesta condi¢éo o produto final apresenta
pH mais proximo ao do iogurte (4,6), sendo
assim, mais agradavel ao paladar (ORDONEZ
etal., 2005).

Estudos feitos por Weschenfelder et al. (2009)
resultantes da fermentacao do leite com os graos
de Kefir por 24 horas a 25 °C apresentaram
resultados de pH na faixa de 3,6 a 3,8. Nessa
temperatura o metabolismo do kefir é acelerado,
tornando a fermentacdo do leite mais répida,
tornando o produto muito &cido e fazendo com
que tenha uma aceitacéo negativa.

Avaliando as amostras contaminadas
artificialmente com E. coli, observou-se que em

todos os niveis de contaminacdo inicial houve
aumento significativo nas contagens (Tabela 2),
indicando que 0 micro-organismo encontrou
condicdes favoraveis para sua multiplicacdo. O
pH do leite proximo a neutralidade e a
disponibilidade de nutrientes, aliados a baixa
competicdo  microbiana no inicio da
fermentacdo, tornaram as condicdes favoraveis
a adaptacdo e multiplicacdo de E. coli.

Em um estudo feito por Ulusoy et al. (2007)
com Kkefir liofilizado, foi demonstrada a
atividade antibacteriana do produto frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus cereus
(ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 8739)
e Salmonella enteritidis (ATCC 13076).
Avaliagdes feitas por Santos et al. (2003)
mostraram atividade antimicrobiana de 58 cepas
isoladas do kefir, inoculadas com bactérias
enteropatogénicas, e observaram atividade
inibitoéria da maioria delas frente aos agentes
testados. J& Weschenfelder et al. (2009)
avaliaram a atividade antibacteriana do kefir e
do soro de kefir, demonstrando que, ambos
apresentaram total inibicdo e inativacao frente
ao inoculo de E. coli. Em todos estes trabalhos
0 patégeno foi inoculado ao final da
fermentacdo, onde o pH 4acido, a microbiota
competitiva do kefir, e seus metabdlitos
bacteriocigénicos foram capazes de inibir a
multiplicagdo do micro-organismo inoculado.

Santos et al. (2013) avaliaram a atividade
antimicrobiana de kefir obtido em trés diferentes
regides do Brasil contra cepas de S. aureus, E.
coli, Salmonela typhi, L. Monocytogenes e B.
cereus.

Tabela 1 - Valores de pH de kefir em diferentes condi¢Oes de fermentagdo (média de trés repeticdes).

20°C 22°C 24°C
24h 4,24 (£0,12) 4,22 (x0,10) 4,04 (+0,08)
48h 3,98 (+0,23) 3,01 (+0,18) 3,75 (+0,16)

Tabela 2 - Contagem de E.coli em leite artificialmente contaminado e em kefir produzido com este leite apos

fermentacdo por 24h a 20 °C.

Amostra Contaminacao do leite com E.coli Contagem de E.coli no Kefir ap6s a
antes da fermentacéo fermentacio
1 103 UFC/ml >108 UFC/ml
2 102 UFC/ml >10% UFC/ml
3 10 UFC/ml >108 UFC/ml
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Os autores relataram diferentes niveis de
atividade inibitoria entre os kefirs e os micro-
organismos  avaliados. A composigédo
microbiana do kefir é bastante varidvel, sendo
influenciada pela regido de origem, tempo de
utilizacdo, substrato utilizado no seu preparo e
pelas técnicas utilizadas na sua manipulacéo
(WESCHENFELDER et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2011). Estas diferencas
podem justificar as diferencas nos resultados
entre os trabalhos citados e o estudo em questao.

Neste experimento, mesmo em baixos niveis de
contaminag&o inicial (Amostra 3) descrito na
Tabela 2, E. coli atingiu elevadas contagens ao
final da fermentacgéo, indicando que a qualidade
microbiologica do leite utilizado na producéo do
kefir é imprescindivel, ou seja, um leite oriundo
de animais saudaveis, que seja coletado em
condicbes de higiene adequadas e que, de
preferéncia, tenha sido submetido a tratamento
térmico. A manipulacdo do kefir em condicGes
inadequadas de higiene pode ocasionar na sua
contaminacdo por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, bem como
Pseudomonas sp e até mesmo por fungos
patogénicos como Dipodascus capitus e
Trichosporon coremiiforme (LEITE et al.,
2013).

A partir dos resultados deste estudo, percebe-se
que o kefir ndo inibiu o metabolismo da E. coli
durante a fermentagdo do  produto,
provavelmente porque a inoculacdo do agente
patogénico foi feita antes da fermentacdo -
simulando assim a utilizacdo de um leite de
baixa qualidade microbioldgica. Desta forma, E.
coli comecou seu metabolismo antes do kefir
conseguir atingir um pH baixo e metabolizar
seus agentes inibitorios.

CONCLUSAO

A qualidade do leite utilizado na fabricagdo dos
produtos l&cteos, assim como as condigdes de
producéo, sdo de extrema importancia para se
obter um produto saudavel. O processo de
fermentacdo do kefir ndo foi capaz de inibir a
multiplicacdo de E. coli em leite artificialmente
contaminado, 0 que evidencia o perigo de se
manipular os alimentos sem higiene adequada,
principalmente se tratando de leite fermentado

kefir, um produto caseiro sujeito as condi¢des de
preparo.
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