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WESCHENFELDER, S. Caracterizacdo de kefir tradicional quanto a composicao fisico-
quimica, sensorialidade e atividade anti-Escherichia coli. 72 p. Dissertagdo (Mestrado em

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, (2009).

RESUMO

Kefir ¢ um alimento fermentado resultante da dupla fermentagdo do leite pelos graos de kefir,
sendo estes graos uma associacdo simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias
acido-acéticas. Do kefir pode-se obter o kefir leban e o soro de kefir, ambos resultantes da
filtracao do kefir em tecido de algodao esterilizado, por 24 horas, a 25°C + 2°C. Este estudo
tem por objetivos caracterizar e avaliar o comportamento de diferentes amostras de graos de
kefir tradicional e de derivados (kefir, kefir leban e soro de kefir) quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, sensoriais, inten¢ao de compra e atividade anti-Escherichia coli, quando
inoculados em diferentes concentragdes, padronizando-se o tipo de leite, o tempo ¢ a
temperatura de incubacdo, a maturacdo e a filtracdo. Foram desenvolvidas anélises fisico-
quimicas, a avaliagdo sensorial através do teste de aceitabilidade e preferéncia ¢ a
determinacdo de atividade anti-Escherichia coli. Os resultados demonstraram que a técnica de
manipulacdo e padronizagdo das amostras foi eficaz na obtencdo de produtos com
caracteristicas idénticas, visto a reprodutibilidade dos resultados. Também indicam que o
volume de leite utilizado na incubacdo influencia significativamente nas caracteristicas do
produto final. O kefir leban obtido do experimento apresentou consisténcia cremosa,
semelhante ao queijo quark, aroma caracteristico de laticinio fermentado, cor amarela
esbranquigada, sabor acido e boa espalhabilidade. Manteve os teores de cdlcio contidos no
leite ap6s o processamento, concentrou as proteinas e gorduras, além de ndo conter lactose.
Apresentou boa aceitabilidade e 58% de intencdo de compra, quando utilizado na elaboragao
de formulagdes alimentares tipo antepasto. O kefir e o soro de kefir apresentaram Intensidade
de Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia ¢ Intensidade de Atividade de Inativacao
Bacteriana/ bactericidia maximas frente ao inoculo bacteriano Escherichia coli (ATCC
11229), testado em concentragdes <10® UFC/mL.

Palavras-chave: graos de kefir, kefir, kefir leban, soro de kefir, caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais, atividade antibacteriana.



WESCHENFELDER, S. Characterization of traditional kefir on physicalchemical
composition, sensorial characteristic and anti-Escherichia coli activity. 72 p. Master
Dissertation (Master’s Degree in Food Science and Technology) - Institute of Food Science

and Technology, Federal University of Rio Grande do Sul, (2009).

ABSTRACT

Kefir is a fermented food resulting from the double fermentation of milk by kefir grains, these
grains are a symbiotic association of yeasts, acid-lactic and acetic-acid bacteria. From kefir
can be obtained kefir leban and kefir whey, both from the filtration of kefir in sterile cotton
cloth, during 24 hours at 25°C + 2°C. This study aims to characterize and evaluate the
behavior of different samples of traditional kefir grains and products derived (kefir, kefir
leban and kefir whey) on the physicochemical composition, sensorial characteristic, intent to
buy and anti-Escherichia coli activity, when inoculated in different concentrations,
standardized the type of milk, the time and temperature of incubation, the maturation and
filtration processes. Were developed physical and chemical analysis, the sensory evaluation
using the tests of acceptability and preference and determination of anti-Escherichia coli
activity. The results showed that the technique of handling and standardizing of the samples
was effective in providing products with similar characteristics as the reproductibility of
results. It is also indicate that the volume of milk used in the incubation influence
significantly the characteristics of the final product. The kefir leban obtained in the
experiment showed creamy consistency, similar to quark cheese, characteristic aroma of
fermented dairy, whitish yellow color, acid flavor and good spread. He maintained the
calcium contained in milk after processing,he concentrated protein, and don't contain any
lactose. The product showed good acceptability and 58% of purchase intention, when used in
the preparation of food formulations such hors d’oeuvre. The kefir and the kefir whey
showed maximal intensity of bacterial inhibition activity/bacteriostasys, and intensity of
bacterial inactivation activity/bactericidie in front of inoculum of Escherichia coli (ATCC
11229), tested at concentrations <10°CFU/mL.

Keywords: kefir grains, kefir, kefir leban, whey kefir, physicochemical and sensorial
characteristics, antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

A qualidade dos produtos alimenticios e a sua influéncia sobre a nutri¢do e a saude
humana vém merecendo lugar de destaque nos meios cientificos. Isto se deve ao grande
nimero de produtos existentes ¢ a uma tendéncia atual quanto ao consumo de produtos
naturais. Dentre esses produtos destacam-se os leites fermentados, que sdo resultantes da
fermentag¢do microbioldgica do leite (BASTOS, 1995).

Kefir ¢ um leite fermentado resultante da dupla fermentacdo do leite pelos graos de
kefir, de facil preparo apresenta consisténcia semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente
efervescente e espumoso. Os graos de kefir sdo descritos como uma associacao simbiotica de
leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas envoltas por uma matriz de
polissacarideos referidos como kefiran. O kefir ¢ um alimento rico em &cido latico, acético e
gliconico, alcool etilico, gas carbdnico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao
produto caracteristicas sensoriais singulares. O acido latico formado a partir da fermentagao
da lactose age como conservante natural, tornando o kefir um produto biologicamente seguro,
combinando-se este com os nutrientes, calcio e ferro, facilitando a absor¢ao dos mesmos. O
produto possui ainda, alta digestibilidade, que ¢ atribuida a natureza da coalhada, cujas
proteinas sofreram, durante a fermentagdo, desnaturagdo em varios graus, obtendo assim uma
coalhada de particulas finamente divididas e facilmente penetradas pelos sucos gastricos
(SOUZA et al., 1984; HERTZLER et al., 2003).

A composicdo microbioldgica e quimica indica que o kefir ¢ um produto com
caracteristicas probidticas, ou seja, possui em sua composi¢do microrganismos vivos capazes
de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do
individuo que o consome. Sua capacidade de imunomodulagdo, resultante da ingestdo oral ja
foi relatada em alguns estudos (FARNWORTH, 2005; VINDEROLA et al., 2005).

Outro beneficio atribuido ao kefir ¢ a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (GARROTE et al., 2000). Estudos relatam que as bactérias acido-
lacticas dos graos de kefir produzem bacteriocinas e o proprio kefiran, que sdo substancias
que tém sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas (RODRIGUES et al.,
2005).

A partir do kefir pode-se obter o kefir leban e o soro de kefir. O kefir leban ¢ a fase

solida, obtida da filtragdo do kefir durante 24 horas. E um produto leve e altamente digerivel,
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com sabor e textura semelhantes ao queijo tipo quark. Pode ser consumido puro ou usado em
formulagdes substituindo o cream cheese ou queijo cottage, além do desenvolvimento de
outros produtos. O soro de kefir consiste na fase liquida obtida da mesma filtragdo, podendo
este ser aproveitado de diversas maneiras, desde o uso como matéria prima na elaboragdo de
bebidas lacteas, até a utilizacdo de modernas tecnologias para obtencdo de produtos
especificos a serem utilizados principalmente pelas industrias alimenticias (CZAMANSKI
2003; SCHNEEDOREF et al., 2004).

A producao de kefir em escala comercial ja existe em alguns paises, no entanto, a
maioria das industrias utiliza apenas algumas amostras bacterianas isoladas dos graos de kefir
para a produgdo da bebida, o que faz com que muitas das propriedades naturais, encontradas
na bebida oriunda da fermentagdo com os graos, que apresentam uma complexa microbiota,
ndo sejam encontradas nos produtos comerciais. Bezerra et al. (1999) comentam que, embora
ainda nado industrializado no Brasil, o kefir vem conquistando adeptos em varias regides do
pais nos ultimos anos. Sua preparagdo, apenas em nivel artesanal, resulta em um produto com
uma série de caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbiologicas ainda ndo bem
definidas e se restringe a poucas familias que, de alguma forma, conseguiram amostras de
graos de kefir e a eles adicionam leite, obtendo o produto fermentado.

Assim, considerando-se as caracteristicas e atributos do kefir como produto, referidos
pela literatura, realizou-se a caracterizacdo de quatro diferentes populagdes de graos de kefir
tradicional existentes no Laboratério de Higiene de Alimentos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos ICTA/UFRGS, oriundos de distintas manipulagdes domiciliares. A
seguir, os derivados kefir, kefir leban e soro de kefir obtidos da padronizagdo do tipo de leite,
do tempo e da temperatura de incubagdo, maturacao e filtragdo das amostras, foram descritos

quanto a sua composig¢ao fisico-quimica, sensorialidade ¢ atividade anti-Escherichia coli.

1.1 Exposicao do Problema

O desenvolvimento do presente trabalho orientou-se pelas seguintes indagagoes:
e Qual o comportamento de diferentes populagdes de graos de kefir quando
inoculadas ao leite, tendo padronizados tempo e temperatura de incubacdo e

maturacgdo, quanto aos teores residuais de lactose no kefir, no kefir leban e no soro

de kefir?
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e A utiliza¢dao de leite pasteurizado em diferentes proporgdes para inoculagdo dos
graos, associado ao bindmio tempo e temperatura de incubagdo e de maturagdo,
influenciam no desenvolvimento (peso) dos graos?

e Qual a composicdo centesimal do kefir leban produzido com diferentes
concentragdes de graos e leite?

e Qual a aceitabilidade de diferentes formulacdes alimentares preparadas a base de
kefir leban?

e Pode o kefir leban ser considerado um produto vidvel, em nivel de mercado, em
relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais?

e Qual a intensidade de atividade antibacteriana do kefir, ndo submetido a
tratamento térmico, frente a um indculo padronizado de interesse em alimentos,
como Escherichia coli?

e Qual a intensidade de atividade antibacteriana do soro de kefir, ndo submetido a
tratamento térmico, frente a um inoculo padronizado de interesse em alimentos,

como Escherichia coli?

1.2 Objetivo

O presente estudo se propde a caracterizar e avaliar o comportamento de diferentes
populacdes tradicionais de graos de kefir e de seus derivados, o kefir, o kefir leban e o soro de
kefir, quanto a composicao fisico-quimica, a sensorialidade e a atividade antibacteriana, uma
vez padronizados os procedimentos em relagdo ao tipo de leite utilizado, ao

tempo/temperatura de incubacdo, de maturacao e de filtracao.

1.3 Hipdteses

e As diferentes populagdes, de origem domiciliar, de graos de kefir apresentardo
comportamento semelhante em relagdo aos teores de lactose, no kefir, no kefir
leban e no soro de kefir, quando utilizadas diferentes concentragdes de graos e
leite.

e O desenvolvimento dos graos serd influenciado pela concentragdo de leite utilizado

na incubacao.
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O kefir leban obtido de diferentes concentragdes apresentara diferenca significativa
em sua composi¢ao centesimal.

A sensorialidade das diferentes formulagdes alimentares elaboradas a partir do
kefir leban apresentard aceitabilidade superior a 70%.

O kefir apresentara atividade antibacteriana seletiva frente ao in6culo padronizado
de Escherichia coli

O soro de kefir apresentara atividade antibacteriana seletiva frente ao indculo

padronizado de Escherichia coli.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Kefir ¢ uma bebida lactea fermentada, ligeiramente efervescente e espumosa,
originada da acdo da microbiota natural presente nos graos ou grumos de kefir (WITTHUHN
et al., 2004). Os graos sdo descritos como uma associagdo simbiética de leveduras, bactérias
acido-laticas e bactérias acido-acéticas envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos
como kefiran, apresentando tamanhos variados entre 0,5-3,5cm de diametro, com volume de
0,5-20,0 mL/grao, forma irregular, cor amarelada ou esbranquicada (RIVIERE et al., 1967,
PINTADO et al., 1996; HERTZLER et al., 2003).

Figura 1. Graos de kefir (Fonte: Laboratorio Higiene de Alimentos ICTA/UFRGS)

2.1 Origem evolutiva dos gréaos de kefir

O Kefir ¢ originario das montanhas do Caucaso, do Tibet e da Mongo6lia, ha muitos
anos atras (Figura 2). Existem relatos da possivel forma através do qual o povo do Caucaso
preparava a cultura-mae do kefir, quando estocavam leite de cabra ou de ovelha em odres de
barro, acrescentando fragmentos de estdmago de carneiro ou de veado, agitando de tempos
em tempos até a coagulagdo do produto. Apds o consumo da coalhada formada, sem limpeza
prévia do odre, acrescentavam novamente leite, esperavam sua coagulagcdo, consumindo-o a
seguir. Esse processo repetitivo teria por finalidade forrar, cobrir as paredes do odre com uma
crosta constituida, em grande parte, por um aglomerado de microrganismos vivos, com
aparéncia de fragmentos de couve-flor, que se adaptaram ao meio ¢ nele se propagaram

(SILVA, 1978; LIU et al., 1983; KOROLEVA et al., 1984; SOUZA et al., 1984).
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Figura 2. Localizagdo geografica de regido de origem do kefir.

Ja nesta época, segundo Tamime et al. (1991), os leites fermentados eram
considerados eficazes no tratamento de varios males, como por exemplo, desordens do
estomago, figado e intestinos. Também eram utilizados para estimular o apetite, regularizar a
temperatura do sangue e melhorar a cor da pele.

Até o presente momento ndo se conseguiu esclarecer a origem evolutiva dos graos de
kefir. Mesmo com o aporte de todos os componentes individualmente isolados da flora e dos
proprios graos, nao foi alcangada em laboratorio sua formacao espontidnea. Novos graos de
kefir s6 se originam da multiplicacdo e da reparticdo de grios pré-existentes (HAFLIGER et
al., 1991).

2.2 Composigdo microbiana

A composi¢do microbiana dos graos de kefir é variavel, sofrendo influéncia da regido
geografica de origem, do tempo de utilizacdo, do substrato utilizado para proliferacao dos
graos e das técnicas utilizadas para sua manipulagdo (WSZOLEK et al., 2001; WITTHUHN
et al., 2004). Simova et al. (2002) isolaram microrganismos de seis amostras de graos de kefir

e a partir delas encontraram a distribui¢do de bactérias e leveduras conforme a Tabela 1:

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

Bactérias acido laticas Leveduras
Streptococci K. marxianus var. lactis
L. lactis subsp. lactis S. cerevisiae
S. thermophilus C. inconspicua
Lactobacilli C. maris

L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. helveticus

L. casei subsp. pseudoplantarum
L. brevis

Fonte: Adaptada de Simova et al. (2002)
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Os microrganismos que podem ser encontrados nos graos de kefir estdo listados na

Tabela 2:

Tabela 2. Composi¢do da microbiota encontrada nos gréos de kefir

Constituintes da flora bacteriana

Bactérias

Leveduras

Lactobacilli

Lactobacillus kefir
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefirgranum
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 lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Streptococci

Streptococcus thermophilus
Enterococci

Enterococcus durans
Enterococcus faecium
Leuconostocs

Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris

Acetic acid bacteria
Acetobacter aceti
Acetobacter pasteurianus
Other bacteria

Bacillus subtilis

Micrococcus sp.

Klyveromyces species
Klyveromyces marxianus
Klyveromyces lactis
Saccharomyces species
Saccharomyces cerevesiae
Saccharomyces unisporus
Saccharomyces exiguus
Saccharomyces turicensis
Saccharomyces delbrueckii
Torulaspora species
Torulaspora delbrus
Torulaspora delbrueckii
Candida species

Candida pseudotropicalis
Candida tenuis

Candida inconspicua
Candida maris

Candida lambica

Candida tannotelerans
Candida valida 6

Candida kefyr

Candida holmii

Other yeasts

Pichia fermentans
Zygosaccharomyces rouxii
Debaryomyces hansenii
Bretannomyces anomalus
Issatchenkia occidentalis

Fonte: Adaptada de Sarkar (2008)

A dupla fermentacdo do leite por bactérias e leveduras resulta na producdo de
pequenas quantidades de dioxido de carbono, 4lcool e moléculas aroméaticas que conferem a
bebida caracteristicas sensoriais singulares (HERTZLER et al., 2003).

O desenvolvimento e uso de kefir em escala comercial, ja existe, no entanto, a maioria

dos produtos sdo elaborados com cepas isoladas dos graos de kefir, o que faz com que muitas
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das propriedades naturais, que s6 os graos produzem em fun¢do de sua complexa microbiota,
ndo sejam encontradas nos produtos comerciais. Bezerra et al. (1999) comentam que no Brasil
o kefir é praticamente desconhecido e se restringe a algumas familias que, de alguma forma,
conseguiram o “fermento” ou os “graos de kefir” e a ele adicionam leite, obtendo um produto

fermentado, de qualidade e caracteristicas varidveis.

2.3 Caracteristicas probidticas

Através da composicdo microbioldgica e quimica, o kefir pode ser considerado um
produto probidtico complexo, ou seja, possui em sua composicdo microrganismos Vvivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satde
do individuo que o consome. Sua capacidade de imunomodulagdo, resultante da ingestao oral
ja foi relatada em alguns estudos (FARNWORTH, 2005; VINDEROLA et al., 2005).

Os probidticos sao microrganismos vivos e, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001;
SANDERS, 2003). A influéncia benéfica dos probioticos sobre a microbiota intestinal
humana inclui fatores como efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos,
resultando em um aumento da resisténcia contra patdgenos. Assim, a utilizagdo de culturas
bacterianas probiodticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas, em detrimento a
proliferagao de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de
defesa do hospedeiro (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002). Na Tabela 3 encontram-se alguns

microrganismos com propriedades probidticas.
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Tabela 3. Microrganismos com propriedades probidticas

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias acido Bactérias nio acido lacticas
lacticas

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus Bacillus cereus var. toyoi
faecalis

L. amylovorus B.animalis Enterococcus Escherichia coli cepa nissle
faecium

L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium

freudenreichii

L. crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae

L. delbrueckii subsp.  B. infantis Pediococcus acidilactici Saccharomyces boulardii

bulgaricus

L. gallinarum B. lactis Sporolactobacillus inulinus

L. gasseri B. longum Streptococcus thermophilus

L. johnssonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Fonte: Adaptado de HOLZAPFEL et al. (2001).

E comum na atualidade o uso de bactérias probidticas em produtos lacteos devido aos
efeitos benéficos proporcionados como: reducao dos efeitos da intolerancia a lactose, possivel
diminui¢do do colesterol sérico, atividade anticarcinogénica e, mais recentemente,
pesquisadores tém proposto sua utilizacdo no tratamento auxiliar da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) pela inativagdo do virus HIV (O'SULLIVAN et al.,
1992; KIM, 1998).

Na industria de alimentos devem ser utilizadas culturas probidticas com boas
propriedades tecnologicas, que apresentem boa multiplicagio no leite, promovam
propriedades sensoriais adequadas no produto e sejam estaveis e vidveis durante
armazenamento. Desta forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos
alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura
e aroma adequados (OLIVEIRA et al., 2002). Além disso, com relagdo as perspectivas de
processamento de alimentos, ¢ desejavel que essas cepas sejam apropriadas para a produgdo
industrial em larga escala, resistindo a condi¢des de processamento como a liofilizagao ou

secagem por spray drying (STANTON et al., 2003).

2.4 Aspectos legais

Tanto o kefir tradicional, produzido e manipulado em domicilio, como o kefir

industrializado constituem, a luz da literatura, um problema para a padronizagdo, bem como
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para a legislacdo alimentar. Considerando as expectativas do consumidor e a crescente
comercializacdo e consumo do produto na Europa Ocidental, nos ultimos 100 anos de
convivéncia com o kefir, a legislacdo e a jurisprudéncia ainda ndo se definiram quanto sua
regularizacdo ¢ padronizagao (WEIS et al., 1986).

Na Alemanha o kefir industrial ndo possui caracteristicas estaveis, existindo
diferengas explicitas entre os produtos obtidos de diferentes empresas produtoras e mesmo
entre lotes oriundos de uma mesma empresa. E extremamente dificil estabelecer critérios de
qualidade para o kefir em fungdo de sua heterogencidade (SCHAUFF et al., 1985)

No Brasil, embora ainda ndo industrializado, encontra-se referéncia ao kefir na
legislag@o de leites fermentados. A resolugao n°® 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimentos define kefir como o produto cuja fermentagao se
realiza com cultivos acidolacticos elaborados com graos de kefir, Lactobacillus kefir, espécies
dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com produgao de acido lactico, etanol e
dioxido de carbono. Os graos de kefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei,

Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp thermophilus (BRASIL, 2000).

2.5 Preparo e armazenamento do kefir e derivados

Na regido do Céucaso os primeiros cultivadores de kefir o preparavam com leite de
cabra ou ovelha, integral e ndo submetido a tratamento térmico. Em paises europeus ja ¢
possivel encontrar a bebida na forma industrializada (GARROTE et al., 2000; HERTZLER et
al., 2003). O tipo de leite utilizado (pasteurizado, esterilizado, desnatado, semi-desnatado,
integral) fica a escolha do consumidor (WSZOLEK et al., 2001).

Os graos sao adicionados ao leite em recipiente de vidro, esterilizado, onde fermenta, a
temperatura ambiente (+ 25C°) por aproximadamente 24 horas. Apos a fermentagdo os graos
sdo coados e o liquido resultante ¢ o kefir que pode ser consumido fresco ou maturado. A
maturacao consiste em uma fermentacdo secundaria por 24 horas ou mais a temperatura de
10°C, promovendo o crescimento das leveduras e conferindo sabor e aroma especificos a
bebida. Os graos poderdo ser adicionados novamente a mais leite e o processo repetido

infinitamente (BESHKOVA et al., 2002).
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Existem, segundo a literatura, diversas relagdes entre o peso dos graos e o volume de
leite ideal para produgdo do kefir. De acordo com Simova et al. (2002) a razdo entre o peso
dos graos ¢ o volume de leite ideal seria de 1:10, ou seja, 100 gramas de kefir para 1,0L de
leite inoculados a temperatura ambiente por 24 horas.

Durante a fermentacdo do leite os grdos crescem, propagam-se € passam suas
propriedades as geragdes seguintes de novos grios (SIMOVA et al., 2002). E também nesse
momento que os microrganismos sao dispersos no leite. De acordo com Toba et al. (1989) os
graos perdem a capacidade de se multiplicar ap6s 3 ou 4 dias de transferéncia de um leite para
outro, no entanto eles continuam a fermentar o leite e a produzir kefir.

A partir do kefir pode-se obter o leban e o soro de kefir. O leban ¢ a fase solida, obtida
da filtragio do kefir. E um produto leve e altamente digerivel, com sabor e textura
semelhantes ao queijo quark, pode ser consumido puro ou usado em formulagdes substituindo
o cream chesse ou queijo cottage, além do desenvolvimento de outros produtos. O soro de
kefir consiste na fase liquida obtida da mesma filtragdo, este pode ser aproveitado de diversas
maneiras, desde o uso como matéria prima na elaboracdo de bebidas lacteas, até a utilizacao
de modernas tecnologias para obtengdo de produtos especificos a serem utilizados
principalmente pelas induastrias alimenticias (CZAMANSKI 2003; SCHNEEDOREF et al.,
2004).

As figuras abaixo ilustram o kefir e seus derivados:

Figura 3. Graos de kefir (Fonte: Laboratorio Higiene de Alimentos ICTA/UFRGS)
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Figura 4. Kefir (Fonte: Laboratorio Higiene de Alimentos ICTA/UFRGS)
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Figura 6. Soro de kefir (Fonte: Laboratorio Higiene de Alimentos ICTA/UFRGS)

2.6 Caracterizacao fisico-quimica e sensorial dos alimentos

2.6.1 Caracterizacdo fisico-quimica
Trabalhos analiticos sobre os nutrientes em alimentos brasileiros foram bastante

desenvolvidos entre as décadas de quarenta e cingiienta e inicio da década de sessenta. Porém,
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apos este periodo, esse tipo de pesquisa perdeu interesse no campo de investigagdo, cedendo
lugar para as pesquisas na area da toxicologia. O resultado foi que nos ultimos anos pouco se
fez no Brasil para conhecer melhor nossos alimentos do ponto de vista nutricional.
Recentemente, em virtude de novos conceitos cientificos surgidos em nutricao e ciéncias dos
alimentos, e do reconhecimento da importancia do assunto, o interesse comegou a renovar-se
(LAJOLO, 1995).

Assim, a obten¢do de dados referentes a composi¢do de alimentos brasileiros tem sido
estimulada com o objetivo de reunir informagdes atualizadas, confiaveis e adequadas a
realidade nacional. Dados sobre composi¢do de alimentos sdo importantes para inumeras
atividades: avaliar o suprimento ¢ o consumo alimentar de um pais, verificar a adequacao
nutricional da dieta de individuos e de populagdes, avaliar o estado nutricional, para
desenvolver pesquisas sobre as relagdes entre dieta e doenga, em planejamento agropecuario,
na industria de alimentos, além de outras (HOLDEN, 1997).

Segundo Garrote et al. (1996) a composi¢ao quimica dos graos de kefir ¢ de 89-90%
de agua, 0,2% de lipideos, 3% de proteina, 6% de carboidrato e 0,7% de cinzas. Souza et al.
(1984) ao avaliar a composicao fisico-quimica do kefir, nas condigdes de seu experimento,

encontrou os resultados expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Composigao fisico-quimica do kefir

Componentes Valores aproximados
Agua 87%
Acidez em graus Dornic (°D) 80 (final do processo)
Proteinas totais 3,4-42%
Sacarose 4,4 (minimo)
Gordura 0,5-3,0%
Matérias albumindides 3,1%
pH 42-45
Acidez volatil 3,9mL de NaOH n/10 x 100mL
Caseina 2,8%
Albumina 0,2%
Lactose 2,6 -3,75%
Acido latico 0,7%
Alcool (etanol) 0,23 - 1,0%
Gas carbdnico 20 —25% (v/v)
Minerais 0,74 - 0,8%
Diacetil 0,49mg/L
Acetaldeido 1,30mg/L

Fonte: Souza et al. (1984)
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Existem poucos trabalhos em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas do kefir, do
kefir leban e soro de kefir, elas estdo diretamente relacionadas as técnicas de manipulagdo dos
graos, ao tipo de leite empregado e ao tempo e temperatura de incubagdo e maturagdo. A
caracterizagdo fisico-quimica do kefir e dos derivados associada a analise sensorial, surge
como suporte para elaboragdo de novos produtos a base destes ingredientes, bem como para o

langamento dos mesmos no mercado.

2.6.2 Analise sensorial

Segundo Maciel (2004), muito mais que um ato bioldgico, a alimentacdo humana ¢ um
ato social e cultural. Mais que um elemento da chamada cultura material, a alimentagao
implica em representagdes € imagindrios, envolve escolhas, classificagdes e simbolos que
organizam as diversas visdes de mundo no tempo e no espaco. O alimentar-se entdo, ¢
mutavel como a cultura, sofrendo interagdes e integragdes.

A analise sensorial ¢ um método cientifico utilizado pela industria e por instituigdes de
pesquisa, para evocar, medir, analisar e interpretar as caracteristicas dos alimentos que
possam ser percebidos pelos sentidos do paladar, visdo, olfato, tato e audi¢do, utilizando
conhecimentos de ciéncia de alimentos, fisiologia, antropologia, psicologia e estatistica
(SIMPSON et al., 1998).

Dento da analise sensorial encontramos os testes afetivos, que podem ser classificados
em duas categorias: aceitabilidade e preferéncia. O primeiro tem o objetivo de avaliar o grau
com que consumidores gostam ou desgostam de um determinado produto e o segundo
objetiva avaliar a preferéncia do consumidor quando ele compra dois ou mais produto,
comparando-os entre si. Estes testes afetivos, entdo, sao usados para avaliar a preferéncia e/ou
aceitagdo de produtos ou formulagdes alimentares. Geralmente um grande numero de
julgadores ¢ requerido para essas avaliacdes. Os julgadores ndo sdo treinados, mas sdo
selecionados para representar uma populacdo alvo. Os testes afetivos s3o uma ferramenta
importante, de forma que acessam diretamente a opinido do consumidor ja estabelecido ou
potencial de um produto, sobre caracteristicas especificas ou idéias sobre o produto
(MEILGAARD et al., 1991). As principais aplicagdes dos testes afetivos sdo a manutengdo da
qualidade do produto, otimizacdo de processos e desenvolvimento de novos produtos. A

industria de alimentos, ao langar novos produtos no mercado, opta por aqueles com
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aceitabilidade igual ou superior a 70%. A escala hedonica ¢ usada para medir o nivel de
preferéncia de produtos por uma populacdo e relata os estados agradaveis e desagradaveis no
organismo (MACFIE et al., 1994).

A andlise sensorial de produtos em ascensdo, como ¢ o caso dos leites fermentados,
mais especificamente do kefir ¢ importante, pois contribuird na padronizacdo dos processos,
bem como na definicdo das concentragdes e elaboracdo de novas formulagdes alimentares a

base deste produto.

2.7 Microrganismos patogénicos em alimentos e atividade antibacteriana do kefir

2.7.1 Microrganismos Patogénicos em Alimentos

Os microrganismos estdo intimamente associados com a disponibilidade, a abundancia
e a qualidade do alimento para consumo humano. Alimentos sdo facilmente contaminados
com microrganismos na natureza, durante manipulagdo e processamento. Apods ter sido
contaminado, o alimento serve como meio para o crescimento de microrganismos que se
tiverem condic¢des de crescer, podem mudar as caracteristicas fisicas e quimicas do alimento e
causar a sua deterioracdo. Os microrganismos no alimento podem também ser responsaveis
por intoxicagdes e infecgdes transmitidas por alimentos (PELCZAR et al., 1997).

Os microrganismos de maior importancia em saude publica, contaminando direta ou
indiretamente os alimentos, principalmente os produtos de origem animal, envolvidos em
toxinfecgdes alimentares sao, segundo Board (1988), Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, e outros como Vibrio parahemolyticus, Bacilus
cereus, Clostridium botulinum, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica.

A Escherichia coli encontra-se largamente difundida na natureza, tendo como habitat
principal o trato intestinal de animais de sangue quente, integrando as bactérias do grupo
coliforme, subdividindo-se em varios biotipos e sorotipos, alguns dos quais patogénicos em
potencial para o homem, constituindo-se os alimentos e a agua sua principal fonte de
infeccdo. A bactéria ¢ referenciada ainda hoje como indicador de contaminacao fecal,
mormente em alimentos, pela facilidade de sua comprovag¢do diagnostica e por sua
representatividade (FRAZIER et al.,, 1993). Os diferentes sorotipos (enterohemorragico,

enterotoxigeno, enteroinvasor, enteropatégeno ¢ enteroagregativo) de Escherichia coli vem
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merecendo crescente atengdo epidemioldgica, considerando os riscos para os humanos
expostos a esta zoonose considerada emergente (ACHA et al., 2003). Para que se desenvolva
uma enfermidade enterotoxigénica e invasora, necessita-se de doses elevadas de E. coli,
portanto uma grande multiplicagdo. Os alimentos devem estar contaminados massivamente ou

devem estar incorretamente conservados.

2.7.2 Atividade Antibacteriana do Kefir

Gould (1995) refere que o sistema antimicrobiano ocorre naturalmente nos alimentos e
cita enzimas derivadas de animais como a lisozima e a lactoperoxidade, proteinas como a
lactoferrina, ovo transferrina e outros; cita derivados de microrganismos, por exemplo,
bacteriocinas como a nisina ¢ pediocina; refere-se ainda a sistemas antimicrobianos naturais
derivados das plantas como por exemplo as fitoalexinas, componentes de baixo peso
molecular, ervas e condimentos, derivados fenolicos como a oleuropeina, além de o6leos
essenciais entre outros. O autor salienta ainda que na utilizagdo dos sistemas antimicrobianos
naturais para a preservacao dos alimentos existe o sinergismo de varios elementos, dentre eles
os componentes de origem animal, os de origem microbiana, bem como os de origem vegetal
e os processos fisicos de empacotamento e armazenagem de alimentos.

Dentre os beneficios atribuidos ao kefir estd a atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GARROTE et al., 2000). Estudos relatam que as
bactérias acido-lacticas dos graos de kefir produzem bacteriocinas e o proprio kefiran, que sao
substancias que tém sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas
(RODRIGUES et al., 2005).

Garrote et al. (2000) tem demonstrado que em varias fontes de pesquisa, metabdlitos
produzidos por bactérias acido-laticas inibem o crescimento de bactérias patogénicas e
saprofitas. Esta atividade antagdénica pode envolver diferentes mecanismos, semelhantes as
competicdes por nutrientes livres e produg¢do de metabolitos, inibidores (peroxido de
hidrogénio, acidos organicos, diacetil e bacteriocinas). Em muitos casos, a combinagao destes
fatores pode ser responsavel pela inibigao.

Alm (1983) através de estudos “in vitro” demonstrou atividade antimicrobiana em
diversos produtos originados de leite fermentado. Especificamente o kefir demonstrou

capacidade de inibigdo frente a Salmonella typhimurium, ap6s uma hora de exposicao.
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Ota (1999) sugere que o uso do kefir auxilia na prevenc¢do da contaminagao por E. coli
0-157 enterohemorragica, pois ele é capaz de aumentar o nimero de bactérias acido laticas e
bifidas, nativas do trato gastrintestinal.

Shama (1998), através de estudos “in Vvitro”, descreveu algumas caracteristicas
higi€énico-sanitérias de seis amostras de kefir tradicional, como a pesquisa de coliformes totais
e fecais, de enterococos, de mesofilos aerdbios, a acidez expressa em graus Dornic e o pH.
Todas as amostras apresentaram, no inicio do experimento, coliformes totais expressos em
numeros mais provaveis. Estes indices, porém, reduziram-se a zero, ao estender-se a
fermentagdo das aliquotas de cada amostra nos diferentes experimentos, por um periodo de
dez dias. Nenhuma das amostras utilizadas apresentou coliformes fecais e enterococos no
momento da integragdo ou do encerramento do experimento, dez meses mais tarde.
Posteriormente, as seis amostras de kefir foram contaminadas com E. coli (NCDC n°® 25922).
As vinte e quatro horas do processamento tradicional adotado, atingiu-se, em todas as
amostras, 10° UFC/mL. Ap6s dez dias houve redugdo para 10* UFC/mL em cinco das
amostras, e para 10° UFC/mL na amostra restante, havendo evidéncias de descontaminagao.

Ao estudar a atividade antibacteriana e antifungica de cepas isoladas de graos de kefir
frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidernidis, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumonia, Bacillus subtilis e Candida spp. Cevikbas et al.
(1994) encontraram cepas que produziam uma bacteriocina com amplo espectro de inibi¢ao,
com maior atividade frente as bactérias gram-positivas. Santos et al. (2003) avaliaram a
atividade antimicrobiana de 58 cepas isoladas do kefir frente a bactérias enteropatogénicas,
observando atividade da maioria das cepas frente aos agentes testados.

Czamanski (2003) determinou as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) e
concentragdes bactericidas minimas (CBMs) do filtrado de kefir tradicional frente a duas
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, e Enterococcus faecalis
ATCC 19433) e duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 11229 ¢ Salmonella
enteritidis ATCC 11076). Os resultados demonstram um maior efeito bacteriostatico frente a
bactérias Gram-negativas e um melhor efeito bactericida frente a bactérias Gram-positivas.

Rodrigues et al. (2005) ¢ Kwon et al. (2003), em estudos sobre a a¢do inibitoria dos
microrganismos presentes nos graos de kefir, observaram atividade antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus.
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Ulusoy et al. (2007) ao testar a atividade antibacteriana do kefir frente Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Bacillus cereus (ATCC 11778), Salmonella enteritidis (ATCC
13076), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Escherichia coli (ATCC 8739) verificou

atividade frente a todos os agentes testados.
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SUMARIO

Através de Testes de Dilui¢ao em Sistema de Tubos Multiplos determinou-se, in vitro,
a Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB/bacteriostasia) e a Intensidade de
Atividade de Inativagdo Bacteriana (IINAB/bactericidia) de kefir e soro de kefir tradicionais,
nao submetidos a tratamento térmico, padronizados em relagdo ao tipo de leite e ao bindomio
tempo/temperatura de incubag¢do e maturagdo, frente a inodculo padronizado de Escherichia
coli (ATCC 11229) microrganismo indicador de interesse em alimentos. Kefir é um leite
fermentado produzido pela adigdo de graos de kefir ao leite, constituindo uma associagdo
simbiodtica entre bactérias acido laticas, bactérias acido acéticas e leveduras envoltas por uma
matriz de polissacarideos, o kefiran, enquanto o soro ¢ o produto obtido da filtracdo do kefir.
Tanto o kefir, quanto o soro de kefir apresentaram capacidade de inibicdo e inativagdo
maximas sobre o indculo bacteriano em concentra¢des <10° UFC/mL.
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1 INTRODUCAO

A qualidade dos produtos alimenticios e a sua influéncia sobre a nutri¢do e a saude
humana vém merecendo lugar de destaque nos meios cientificos, isso se deve ao grande
nimero de produtos existentes e uma tendéncia atual ao consumo de produtos naturais. Dentre
esses produtos destacam-se os leites fermentados, que sdo resultantes da fermentagdo
microbioldgica do leite (BASTOS, 1995).

Kefir ¢ um leite fermentado, ligeiramente efervescente e espumoso, de facil preparo e
economicamente acessivel, originado da acdo da microbiota natural presente nos graos ou
grumos de kefir (WITTHUHN et al., 2004; MARCHIORI, 2007). Estes sao descritos como
uma associacdo simbiotica de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas
envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos como kefiran, apresentando tamanhos
variados entre 0,5-3,5cm de didmetro, com volume de 0,5-20,0mL/grao, forma irregular, cor
amarelada ou esbranqui¢ada (PINTADO et al., 1996; HERTZLER et al., 2003).

A composi¢cdo microbiana dos graos de kefir ¢ varidvel, sofrendo influencia da regido
geografica de origem, do tempo de utilizagdo, do substrato utilizado para proliferagdo dos
graos e das técnicas utilizadas para sua manipulagao (WITTHUHN et al., 2004; WSZOLEK
etal., 2001).

Durante a fermentacdo no leite, os graos multiplicam-se e aumentam de volume
passando suas propriedades as geracdes seguintes de novos graos e dispersando os
microrganismos no leite (SIMOVA et al., 2002). De acordo com Toba et al. (1989) os graos
perdem a capacidade de se multiplicar apds o terceiro ou quarto dia de fermentagdo do leite.

A partir do kefir pode-se obter o kefir leban e o soro de kefir. O kefir leban ¢ a fase
solida, obtida da filtragdo do kefir por 24 horas a 25°C + 2°C. E um produto leve e altamente
digerivel, com sabor e textura semelhantes ao queijo quark. Pode ser consumido puro ou
usado em formulagdes substituindo o cream chesse ou queijo cottage, além do
desenvolvimento de outros produtos. O soro de kefir consiste na fase liquida obtida da mesma
filtracdo, que pode ser aproveitado de diversas maneiras, desde o uso como matéria prima na
elaboragdo de bebidas lacteas, até a utilizacdo de modernas tecnologias para obtencao de

produtos especificos a serem utilizados principalmente pelas induastrias alimenticias

(CZAMANSKI 2003; SCHNEEDOREF et al., 2004).
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A dupla fermentacao no leite por bactérias e leveduras, que ocorre no kefir, resulta na
produ¢do de um alimento rico em dacido latico, acético e gliconico, alcool etilico, gés
carbonico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao produto caracteristicas sensoriais
singulares (HERTZLER et al., 2003). O acido latico formado a partir da fermentagdo da
lactose age como conservante natural, tornando o kefir um produto biologicamente seguro,
que combina-se também com os nutrientes calcio e ferro, facilitando a absor¢do desses
elementos. O produto possui ainda, alta digestibilidade, que ¢ atribuida a natureza da
coalhada, cujas proteinas sofreram, durante a fermentacdo, desnaturacdo em varios graus,
obtendo assim uma coalhada de particulas finamente divididas e facilmente penetradas pelos
sucos gastricos (SOUZA et al., 1984).

Através da composi¢do microbioldgica e quimica o kefir pode ser considerado um
produto probidtico complexo, ou seja, possui em sua composicado microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude
do individuo que o consome. Sua capacidade de imunomodulacio, resultante da ingestao oral
ja foi relatada em alguns estudos (FARNWORTH, 2005; VINDEROLA et al., 2005).

Outro beneficio atribuido ao kefir ¢ a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (GARROTE et al., 2000). Estudos relatam que as bactérias acido-
lacticas dos graos de kefir produzem bacteriocinas e o proprio kefiran, que sdo substancias
que tém sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas (RODRIGUES et al.,
2005).

Board (1988) afirma que Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Escherichia coli, e outros como Vibrio parahemolyticus, Bacilus cereus,
Clostridium botulinum, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica sdo os microrganismos
de maior importancia em saude publica, contaminando direta ou indiretamente os alimentos,
principalmente os produtos de origem animal, envolvidos em toxinfec¢des alimentares.

Dentre eles, destaca-se a Escherichia coli, que se encontra largamente difundida na
natureza, tendo como habitat principal o trato intestinal de animais de sangue quente,
integrando as bactérias do grupo coliforme, subdividindo-se em varios bidtipos e sorotipos,
alguns dos quais patogénicos em potencial para o homem, constituindo-se os alimentos ¢ a
agua sua principal fonte de infeccdo. Esta bactéria ¢ referenciada ainda hoje como indicador
de contaminacdo fecal em alimentos, pela facilidade de sua comprovagdo diagndstica e por

sua representatividade (FRAZIER et al., 1993). Os diferentes sorotipos (enterohemorragico,
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enterotoxigeno, enteroinvasor, enteropatdgeno e enteroagregativo) de Escherichia coli vem
merecendo crescente atengdo epidemioldgica, considerando os riscos para os humanos
expostos a esta zoonose (ACHA et al., 2003). Para que se desenvolva uma enfermidade
enterotoxigénica ¢ invasora, necessita-se de doses elevadas de Escherichia coli, portanto uma
grande multiplicagdo.

Segundo Ota (1998) o uso do kefir auxilia na prevengdo da contaminagdo por
Escherichia coli O-157 enterohemorragica, pois ele ¢ capaz de aumentar o nimero de
bactérias acido laticas e bifidas, nativas do trato gastrointestinal.

Ulusoy et al. (2007) ao testar a atividade antibacteriana do kefir frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Bacillus cereus (ATCC 11778), Salmonella
enteritidis (ATCC 13076), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Escherichia coli (ATCC
8739) verificou atividade antibacteriana frente a todos os agentes testados.

Varios estudos demonstram a atividade antibacteriana do kefir frente a Escherichia
coli e a outros agentes de interesse em alimentos como Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium (ALM, 1983; KWON et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana do kefir
e do soro de kefir tradicional, ndo submetidos a tratamento térmico, padronizados em relagdo
ao tipo de leite e ao bindmio tempo/temperatura de incubag¢do e maturacdo, frente a

Escherichia coli (ATCC 11229) indicador de interesse em alimentos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Manipulacéo e padronizacédo do kefir

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas populagdes de graos de kefir
tradicional, oriundas de manipulagdes familiares, existentes no Laboratério de Higiene de
Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos ICTA/UFRGS. A inoculagdo
dos griaos de kefir ao leite foi realizada utilizando-se leite pasteurizado, padronizado e
homogeneizado tipo C, na relagdo entre o peso dos graos e o volume de leite de 1:10, de
acordo com Simova et al. (2002).

A inoculagdo dos graos ao leite foi feita em recipiente de vidro esterilizado, onde a

amostra foi incubada por 24 horas a 25°C + 2°C em meio aerdbio. A seguir, procedeu-se a
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maturagao, sob refrigeracdo a 7°C £ 2°C, por 144 horas. Apos esta maturagdo, realizou-se uma
tamisagem prévia em peneira de aco inoxidavel, sob assepsia, separando-se o kefir dos graos
de kefir. O kefir assim obtido foi submetido a uma filtragdo, em tecido de algodao
esterilizado, por 24 horas a 25°C £ 2°C para obten¢do do kefir leban e do soro de kefir. Os
graos retidos na tamisagem prévia foram novamente inoculados ao leite, repetindo-se as

etapas acima descritas. O fluxograma abaixo (figura 1) ilustra o processo adotado durante o

experimento:

Inoculagdo dos graos de kefir ao leite

Incubagéo por 24 horas a 25°C + 2°C
v

Maturagdo por 144 horas a 7°C + 2°C
v

Tamisagem da amostra
Obtencao kefir ‘ | Obtencdo graos de kefir
: I
Filtragdo do kefir 24 horas a 25°C +2°C Graos novamente inoculados ao leite
Obtencao kefir leban Obtencao soro de kefir

Figura 1: Fluxograma do processo de manipulagio e padronizagio do kefir.

Fonte: Adaptado de Czamanski (2003)

O kefir e o soro de kefir foram previamente testados quanto a colimetria total e fecal

através do plaqueamento direto de diferentes aliquotas em meio Agar Chromocult® (Merck).

2.2 Determinacéo de atividade antibacteriana.

2.2.1 Amostras
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Para a realizacdo do experimento foram utilizadas amostras de kefir e de soro de kefir
tradicional ndo submetidas a tratamento térmico. As avaliacdes foram realizadas em periodos

distintos, sendo realizadas trés repeti¢des de cada experimento, ambas avaliados em triplicata.

2.2.2 O ino6culo

Foi testada amostra padrdao Escherichia coli (ATCC 11229) oriunda da colegdo
bacterioteca do Laboratorio de Higiene de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos ICTA/UFRGS para a avaliagdo da atividade antibacteriana. O in6culo foi reativado
em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, OXOID), a 37°C por um periodo de 18 a 24
horas de incubacdo aerébia, até atingir a concentragio >1,0 x 10® UFC/mL (AVANCINI,
2002).

Foram realizadas dilui¢des seriadas, a partir do indculo inicial, transferindo-se 1mL
deste para tubos de ensaio contendo 9mL de 4gua peptonada 0,1% para obter a dilui¢io 107, e
assim sucessivamente até a dilui¢do 102 Das dilui¢des 10° e 107 foram transferidas trés
gotas para placas de Petri, contendo Agar Chromocult® (MERCK), utilizando micropipetas
de 15 pL e a leitura realizada em 24 horas de incubagdo aerobia a 37°C, para avaliacao da
concentragdo inicial do indculo em estudo. O valor final considerado constituiu-se da média

das contagens das gotas triplicadas, avaliadas biometricamente segundo Cavalli-Sforza

(1974).

2.2.3 O método

O método utilizado para determinacdo da atividade antibacteriana do kefir e do soro de
kefir tradicional foi o teste de diluicao segundo Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft/
Sociedade Alema de Medicina Veterindria (DVG, 1980), com base na técnica do sistema de
tubos multiplos, modificada por Avancini (2002). Foram organizadas duas baterias de tubos
de ensaio, cada uma composta por doze tubos contendo caldo duplo de BHI (Brain heart
infusion, OXOID) no volume de 4,5mL, sendo que uma bateria continha desinibidores
bacterianos (Tween 80 a 3%; Histidina a 0,1% e Lecitina a 0,3%) e a outra ndo continha
desinibidores. A cada tubo foi adicionado 4,5mL de kefir ou de soro de kefir, passando os

mesmos para a concentragdo de 50%, em seguida, foram contaminados com ImL de cada
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diluigdo serial logaritmica (10" a 10> UFC/mL) do indculo bacteriano padrdo. Os tubos
foram entdo agitados e incubados a 36°C.

Os resultados foram lidos como Intensidade de Atividade de Inibigdo
Bacteriana/bacteriostasia  (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagdo
Bacteriana/bactericidia (IINAB). Entende-se por IINIB o resultado do confronto da bactéria
com a solucdo antibacteriana de kefir e soro de kefir em meio BHI (Brain heart infusion,
OXOID), através de leitura por plaqueamentos, independentes de crescimento/turvacao em
meio seletivo, Agar Chromocult® (MERCK), em intervalos de 24, 48 e 72 horas de
incubagdo a 36°C. Entende-se por IINAB o mesmo resultado, porém sob a influéncia dos
desinibidores bacterianos (Tween 80 a 3%; Histidina a 0,1% ¢ Lecitina a 0,3%) acrescidos ao
BHI. Segundo Andrade et al. (1996) estes desinibidores tem a fungdo de inativar as solugdes
antibacterianas em teste, além de fornecer substrato para as bactérias, facilitando seu
crescimento.

[INIB e IINAB foram representados por variaveis ordinais arbitrarias, que assumiram
valores de 12 a 0, sendo que o valor de 12 (doze) representava atividade maxima e 0 (zero) a
ndo-atividade, que uma amostra testada tem sobre uma dada dose infectante do
microrganismo, nas diferentes condigdes do experimento, ou seja, com e sem desinibidores

bacterianos (tabela 1).

Tabela 1. Representagdo dos valores ordinais arbitrarios de intensidade de atividade atribuidos as variaveis
Intensidade da Atividade de Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagdo
Bacteriana/bactericidia (IINAB) e suas correspondentes dilui¢des e doses infectantes dos inoculos.

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Variaveis
ordinarias de
intensidade de
atividade

10" 10° 10° 10* 10° 10° 107 10* 10° 10" 10" 10" na UFC/mL-
dilui¢bes de
inoculo inibidas
ou inativadas

10’ 10° 10° 10* 100 10° 10 1 10" 10® 10° 10* na UFC/mL - doses
infectantes
inibidas ou
inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
UFC/mL: unidades formadoras de colonias por mL.
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2.3 Analise estatistica

Os resultados da avaliagdo da atividade antibacteriana (IINIB e IINAB) do kefir e do
soro de kefir foram tratados através do programa Statistical Analysis System (SAS versao 6.
4), sendo avaliados através da Analise de Variancia (Anova) e teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a fermentacdo com leite pasteurizado padronizado homogeneizado tipo C, o
kefir ¢ o soro de kefir, in natura, ndo submetidos a tratamento térmico, apresentaram
resultado negativo em relagao ao controle de colimetria total e fecal. A partir deste resultado,
optou-se em trabalhar com o kefir e o soro de kefir em condi¢des naturais.

Os resultados da determinagdo da Intensidade de Atividade de Inibigao
Bacteriana/bacteriostasia e da Intensidade de Atividade de Inativagcdo Bacteriana/bactericidia
do kefir tradicional, encontrados em trés repeticdes do experimento, realizadas em periodos

distintos, sendo todos avaliados em triplicata, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Intensidade de Atividade de Inibi¢ao Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de
Inativag@o Bacteriana/bactericidia (IINAB) do Kefir tradicional ndo submetido a tratamento térmico, frente a
Escherichia coli ATCC (11229) determinadas em trés repetigdes.

Escherichia coli ATCC (11229)

1? repeticao 2% repetigdo 3% repetigao
Amostra Tempo (h) [INIB [INAB [INIB [INAB [INIB [INAB
24 127 1242 127 1242 124 1242
Kefir 48 127 1242 127 1242 127 1242
72 124 124 124 124 124 1242

Resultados representam a média das triplicatas
Letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p=>0,05)
Letras mintisculas iguais na mesma linha indicam que nio ha diferenca significativa (p>0,05)

Os resultados da determinacdo da Intensidade de Atividade de Inibicdo
Bacteriana/bacteriostasia e da Intensidade de Atividade de Inativacao Bacteriana/bactericidia
do soro de kefir tradicional, encontrados em trés repeticdes do experimento, realizadas em

periodos distintos, sendo todos avaliados em triplicata, estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de
Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) do soro de Kefir tradicional ndo submetido a tratamento térmico,
frente a Escherichia coli ATCC (11229) determinadas em trés repeti¢des.

Escherichia coli ATCC (11229)

1? repeticao 2% repeticao 3% repeticao
Amostra Tempo (h) IINIB IINAB 1INIB IINAB 1INIB IINAB
Soro de 2% 122: 12i: 122: 12i: 12?: 12i:
Kefir 48 12A 12A 12A 12A 12A 12A
72 127 127 127 127 27 127

Resultados representam a média das triplicatas
Letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p>0,05)
Letras minusculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p=0,05)

As tabelas demonstram que, tanto o kefir como o soro de kefir, na concentracao
testada de 50%, apresentaram total inibi¢do e inativagdo frente ao indculo Escherichia coli
ATCC (11229), em concentragdes <10 UFC/mL, em ambas as analises. Estes resultados
tornam-se relevantes, considerando que, dificilmente, em preparagdes alimentares, seriam
encontradas concentragcdes tdo elevadas deste microrganismo. Isto sugere, a precisdo do
método (resisténcia a fatores extrinsecos) e a padronizagdo das técnicas quanto a preditividade
dos resultados positivos e negativos (CORTES, 1993), pela diferenca nio significativa ao
nivel de 5% de probabilidade dos resultados obtidos.

A Escherichia coli ATCC (11229) sofrendo inibi¢ao e inativagdo frente ao kefir e ao
soro do kefir, teve este resultado garantido pela presenca e auséncia dos desinibidores
bacterianos recomendados no experimento.

Os tempos de incubagdo dos indculos testados, tanto frente ao kefir como ao soro de
kefir, (24, 48 ¢ 72 horas) ndo influenciaram na intensidade de acdo do mesmo, pois, como
indicam as tabelas 2 e 3, ndo houve diferenca significativa entre os tempos de confrontag¢do da
mesma repeticao entre si e em relacdo a presenca ou auséncia de desinibidores.

Este comportamento permite concluir que a técnica de manipula¢ao e padronizagao
adotada para o kefir no experimento foi eficaz, pois permitiu a obtengdo de um produto com
caracteristicas antibacterianas similares e reprodutivas.

Resultados semelhantes ao presente experimento, obtidos com o kefir resultante da
fermentagdo do leite com os graos de kefir, foram observados por Shama (1998), que, através
de estudos “in vitro”, trabalhou com seis amostras de kefir que foram contaminadas com
Escherichia coli (NCDC n° 25922). As vinte e quatro horas do processamento tradicional
adotado, atingiu-se, em todas as amostras, 10° UFC/mL. Apo6s dez dias houve reducdo para

10 UFC/mL em cinco das amostras, e para 10° UFC/mL na amostra restante, havendo
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evidéncias de descontaminacdo. Czamanski (2003) determinou as concentracdes inibitorias
minimas e as concentragdes bactericidas minimas do filtrado de kefir tradicional frente a duas
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923, e Enterococcus faecalis
ATCC 19433) ¢ duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 11229 e Salmonella
enteritidis ATCC 11076). Os resultados encontrados demonstraram um maior efeito
bacteriostatico frente a bactérias Gram-negativas e um melhor efeito bactericida frente a
bactérias Gram-positivas.

Outros autores encontraram atividade antibacteriana e antifiingica trabalhando, porém,
com cepas bacterianas isoladas individualmente de graos de kefir. Cevikbas et al. (1994)
encontraram cepas que produziam uma bacteriocina com amplo espectro de inibi¢do, frente a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidernidis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Klebsiella pneumonia, Bacillus subtilis e Candida spp. Santos et al. (2003) avaliou a
atividade antimicrobiana de 58 cepas isoladas do kefir frente a bactérias enteropatogénicas e
observou atividade da maioria delas frente aos agentes testados. Ulusoy et al. (2007) ao testar
a atividade antibacteriana do kefir liofilizado frente a Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Bacillus cereus (ATCC 11778), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e Escherichia coli (ATCC 8739) verificou atividade
antibacteriana frente a todos os agentes testados.

Os diferentes resultados encontradas nos trabalhos realizados sobre atividade
antibacteriana do kefir justificam-se pelas diferentes técnicas de manipulagdo e padronizagao
das amostras, bem como ao tipo de substrato utilizado para proliferacao dos graos e a origem
dos mesmos. Embora utilizando diferentes técnicas e distintas populacdes, todos os trabalhos
indicam que o kefir e seu soro apresentam atividade antibacteriana frente a agentes de

interesse em alimentos.

4 CONCLUSOES

O kefir ¢ o soro de kefir tradicional apresentaram, espontaneamente, resultados
negativos em relagdo a colimetria total e fecal, garantindo desta forma, a preditividade frente
ao padrao ATCC desafiado.

A padronizagdo das amostras resultou em um produto com caracteristicas

antibacterianas semelhantes e reprodutivas.
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O tempo de exposi¢do do indculo frente ao kefir e ao soro de kefir ndo influenciou
significativamente na Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia e na
Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia, pois nos tempos de 24, 48 e
72 horas de exposi¢ao, os resultados foram iguais.

As diferentes repeticdes do experimento, realizadas em momentos distintos,
apresentaram resultados reprodutivos, onde a concentracdo de 50% tanto do kefir quanto do
soro de kefir, foram suficientes para inibir e inativar a Escherichia coli ATCC (11229) em
concentra¢des <10* UFC/mL.

Considerando as hipoteses iniciais formuladas tanto o kefir quanto o soro de kefir
apresentaram Intensidade de Atividade de Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia e Intensidade de

Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia maximas frente ao indculo bacteriano testado.

SUMMARY

Through Dilution Tests, in Multiple Tubes System it was determined, in vitro, the
intensity of bacterial inhibition activity (IINIB/bacteriostasy) and the intensity of bacterial
inactivation activity (IINAB/bactericidie) from traditional kefir and kefir whey, not heat-
treated, patterned on the type of milk and the binomial time/temperature of incubation and
maturation, as opposed to standardized inoculum of Escherichia coli (ATCC 11229) indicator
microorganism in food interest. Kefir is a fermented milk produced by the addition of kefir
grains, forming a symbiotic association between acid-lactic bacteria, acid-acetic bacteria and
yeast, surrounded by a matrix of polysaccharides, the kefiran, while the whey is the product of
the filtration of kefir. Both, the kefir, as the whey of kefir, had maximum capacity for
inhibition and inactivation of the bacterial inoculum, in concentrations <10® CFU/mL.

Keywords: traditional kefir; antibacterial activity of kefir; bacterial inhibition;

bacterial inactivation.
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Caracterizacdo fisico-quimica e sensorial de kefir tradicional e derivados.

Physicalchemical and sensorial characteristic of traditional kefir and derivatives.

SIMONE WESCHENFELDER!"; JOSE MARIA WIEST?, HELOISA HELENA CHAVES
CARVALHO®

RESUMO

Kefir ¢ um leite fermentado resultante da dupla fermentagdo no leite pelos graos de kefir,
estes graos sdo descritos como uma associa¢ao simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas
e bactérias acido-acéticas. Do kefir pode-se obter o kefir leban e o soro de kefir, ambos
resultantes da filtracdo do kefir. Este estudo teve por objetivo caracterizar e avaliar o
comportamento de diferentes populacdes de graos de kefir tradicional e de seus derivados, o
kefir, o kefir leban e o soro de kefir, quanto as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e
intencdo de compra, quando inoculados em diferentes concentragdes de leite padronizado,
levando em consideragdo as variaveis tempo/temperatura de incubagdo, maturagao e filtragao.
Os resultados demonstraram que a manipulagdo e padronizacdo das populagdes de graos de
kefir foram eficazes na obten¢do de produtos com caracteristicas semelhantes e que o volume
de leite utilizado na incubacao influencia significativamente nas caracteristicas dos derivados.
A avaliacdo sensorial apresentou boa aceitabilidade e obteve-se 58% de intencdo de compra.
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ABSTRACT

Kefir is a fermented milk from of the double fermentation in milk by kefir grains, these grains
are described as a symbiotic association of yeasts, acid-lactic and acid-acetic bacteria. Kefir
leban and kefir whey can be obtained by the filtration of kefir. This study aimed to
characterize and evaluate the behavior of different traditional kefir grains populations and
their derivatives, the kefir, the kefir leban and the kefir whey, on physicochemical and
sensorial characteristics, including purchase intention, when inoculated into different
standardized milk concentrations, with the incubation time / temperature, maturation and
filtration variables. The results showed that the handling and the standardization of kefir
grains populations have been effective in obtaining products with similar characteristics and
that the volume of milk used in the incubation has influenced significantly the characteristics
of the derivatives. The sensory evaluation showed good acceptability and purchase intention
was up 58%.

Keywords: kefir grains, kefir, kefir leban, kefir whey, physicochemical and sensorial

characteristics.

1 INTRODUCAO

Kefir ¢ um leite fermentado, ligeiramente efervescente e espumoso, de facil preparo e
economicamente acessivel, originado da acdo da microbiota natural presente nos graos ou
grumos de kefir (WITTHUHN et al., 2004; MARCHIORI, 2007). Os graos sao descritos
como uma associacdo simbiotica de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-
acéticas envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos como kefiran, apresentando
tamanhos variados entre 0,5-3,5cm de diametro, com volume de 0,5-20,0 mL/grdo, forma
irregular, cor amarelada ou esbranquicada (RIVIERE et al., 1967; PINTADO et al., 1996;
HERTZLER et al., 2003). A composi¢do microbiana dos graos de kefir é variavel, sofrendo
influéncia da regido geografica de origem, do tempo de utilizagdo, do substrato utilizado para
proliferacdo dos graos e das técnicas utilizadas para sua manipulagdo (WSZOLEK et al.,
2001; WITTHUHN et al., 2004).

A dupla fermentagdo no leite por bactérias e leveduras, que ocorre no kefir, resulta na

producdo de um alimento rico em acido latico, acético e gliconico, alcool etilico, gas
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carbonico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao produto caracteristicas sensoriais
singulares. O 4cido latico formado a partir da fermentag¢do da lactose age como conservante
natural, tornando o kefir um produto biologicamente seguro, combinando-se este com o0s
nutrientes, célcio e ferro, facilitando a absor¢ao dos mesmos. O produto possui ainda, alta
digestibilidade, que ¢ atribuida a natureza da coalhada, cujas proteinas sofreram, durante a
fermentagdo, desnaturacdo em varios graus, obtendo assim uma coalhada de particulas
finamente divididas e facilmente penetradas pelos sucos gastricos (SOUZA et al., 1984;
HERTZLER et al., 2003).

A composicdo microbiologica e quimica indica que o kefir ¢ um produto com
caracteristicas probioticas, ou seja, possui em sua composi¢do microrganismos vivos capazes
de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satde do
individuo que o consome. Sua capacidade de imunomodulacao, resultante da ingestao oral ja
foi relatada em alguns estudos (FARNWORTH, 2005; VINDEROLA et al., 2005).

Outro beneficio atribuido ao kefir ¢ a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (GARROTE et al., 2000). Estudos relatam que as bactérias acido-
lacticas dos graos de kefir produzem bacteriocinas e o proprio kefiran, que sdo substancias
que tém sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas (RODRIGUES et al.,
2005).

A partir do kefir pode-se obter o kefir leban e o soro de kefir. O kefir leban ¢ a fase
solida, obtida da filtragdo do kefir por 24 horas a 25°C + 2°C. E um produto leve e altamente
digerivel, com sabor e textura semelhantes ao queijo quark. Pode ser consumido puro ou
usado em formulagGes substituindo o cream cheese ou queijo cottage, além do
desenvolvimento de outros produtos. O soro de kefir consiste na fase liquida obtida da mesma
filtracdo, este pode ser aproveitado de diversas maneiras, desde o uso como matéria prima na
elaboragdo de bebidas lacteas, até a utilizacdo de modernas tecnologias para obtencao de
produtos especificos a serem utilizados principalmente pelas induastrias alimenticias
(CZAMANSKI 2003; SCHNEEDOREF et al., 2004)

O desenvolvimento do kefir em escala comercial ja existe em alguns paises, no
entanto, a maioria destes produtos sdo elaborados apenas a partir de algumas amostras
bacterianas isoladas dos graos de kefir, o que faz com que muitas das propriedades naturais,
que somente os graos produzem em razao de sua complexa microbiota, ndo sejam encontradas

nos produtos comerciais. Bezerra et al. (1999) comentam que, embora ainda nao
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industrializado no Brasil, o kefir vem conquistando adeptos em véarias regides do pais nos
ultimos anos. Sua preparacdo, apenas em nivel artesanal, resulta em um produto com uma
série de caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais ¢ microbioldgicas ainda ndo bem definidas
e se restringe a poucas familias que, de alguma forma, conseguiram amostras de graos de kefir
e a eles adicionam leite, obtendo o produto fermentado.

O presente trabalho que teve por objetivo caracterizar e avaliar o comportamento de
diferentes populacdes de graos de kefir e dos derivados, o kefir, o kefir leban e o soro de kefir,

quanto a composic¢ao fisico-quimica, aceitagcdo sensorial e intengdo de compra.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Padronizacéo do kefir

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas quatro populagdes distintas de graos
de kefir tradicional, oriundas de manipulacdes familiares, existentes no Laboratorio de
Higiene de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos ICTA/UFRGS. A
inoculagdo dos graos de kefir ao leite foi realizada utilizando-se leite pasteurizado,
padronizado e homogeneizado tipo C.

As quatro populagdes distintas de graos de kefir foram nomeadas como populagdo 1,
2, 3 ¢ 4 e cada uma dividida em duas aliquotas representadas por A ¢ B que indicavam
concentragdes de graos e leite de 1:10 e 1:5 respectivamente, ficando esquematizado da
seguinte maneira: 1A representa a concentracdo de 1:10; 1B representa a concentracdo de 1:5,
assim considerando para as demais populagdes.

A inoculacdo dos graos, de cada populacao, ao leite foi feita em recipiente de vidro
esterilizado, onde as amostras forem incubadas por 24 horas a 25°C + 2°C em condigdes
aerobias. A seguir, procedeu-se a maturagdo, sob refrigeragdo a 7°C + 2°C, por 144 horas.
Apos esta maturacdo, realizou-se uma tamisagem, em peneira de aco inoxidavel, sob assepsia,
separando-se o kefir dos graos de kefir. O kefir assim obtido foi submetido a uma filtragdo em
tecido de algodao esterilizado, por 24 horas a 25°C + 2°C para obtengao do kefir leban e do
soro de kefir. Os graos retidos na tamisagem foram novamente inoculados a outra aliquota de
leite, repetindo-se as etapas acima descritas. O fluxograma abaixo (Figura 1) ilustra o

processo adotado durante o experimento.
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Para a obtencdo e andlise do kefir leban, foram reunidas todas as aliquotas
padronizadas A (1:10) obtendo-se somente uma populagdo, sendo o mesmo procedimento

adotado para as aliquotas padronizadas B (1:5).

Figura l

2.2 Analises fisico-quimicas e sensoriais

2.2.1 Rendimento

Foram realizadas pesagens sucessivas nos graos de kefir a cada etapa ou ciclo
completado desde a inoculagdo até a obten¢do do kefir leban e do soro de kefir para verificar a

influencia da concentracao de graos/leite.

2.2.2 pH, acidez e lactose

No kefir e no soro de kefir foi determinada a lactose conforme as normas descritas
pelo Instituto Adolfo Lutz (1985).

A acidez expressa em °D (Dornic) (BRASIL, 2006) e o pH através do pHmetro
MP220 (Mettler Toledo) foram determinados no kefir.

2.2.3 Composicao centesimal e analise sensorial do kefir leban

As determinagdes fisico-quimicas, em triplicata, no kefir leban, foram realizadas pelos
métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemist — AOAC (2005), que
compreendem: proteina bruta, pelo método de Kjeldahl; residuo mineral fixo, pela incineragao
da amostra a 550°C; lipidios totais, através da hidrélise 4cida e extragdo etérea Soxhlet; calcio,
por absor¢do atdmica; ¢ umidade por dessecacdo 85°C sob vacuo. Ja a lactose, conforme
normas descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (1985).

Determinou-se também, a sensorialidade de trés formulacdes alimentares lacteas tipo
antepasto, a base de kefir leban, utilizando a aliquota A (1:10) por apresentar maior

rendimento.
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Na tabela 1 sdo apresentados os ingredientes de cada formulacao.

Tabela 1

Todos os ingredientes das formulagdes foram colocados em aparelho
processador/mixer por cerca de 2 minutos. As amostras foram resfriadas a 10°C para
posterior realizacao da analise sensorial.

A andlise sensorial foi realizada, através de testes de aceitabilidade e preferéncia com
uma equipe de provadores, composta de 34 julgadores ndo-treinados. Os testes foram
conduzidos em cabines individuais, com os tratamentos identificados de acordo com o teste
de aceitacdo por escala hedonica variando de um a nove pontos (DUTCOSKI, 1996). Foi
avaliada também, a inten¢c@o de compra, caso as formulagdes alimentares fossem encontrados

a venda no mercado.

2.3 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (Anova) e pelo teste de
Tukey, estabelecendo significancia estatistica ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o

programa Statistical Analysis System (SAS versao 6. 4).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento

Apo6s 168 horas de incubagdo e maturacdo das amostras as populagdes de graos de
kefir 1A, 2A, 3A e 4A apresentaram diferencga significativa (p<0,05) com crescimento médio
de 20% em relagdo ao peso inicial dos graos (Tabela 2). Ao passo que, as populagdes 1B, 2B,

3B e 4B permaneceram com peso constante apds as mesmas horas de incubacao e maturacao.

Tabela 2
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Este comportamento pode ser explicado devido a maior quantidade de substrato
disponivel para multiplicacdo nas aliquotas representadas por A do que nas representadas por
B. Mesmo se tratando de populagdes distintas, oriundas de diferentes manipulagdes
familiares, observou-se que o determinante para o crescimento dos graos foi a quantidade de

leite utilizado.

3.2 pH, acidez e lactose

3.2.1 Kefir

A Tabela 3 indica os valores de pH, acidez e lactose encontrados no kefir oriundo da
incubagdo e maturagdo das populacdes de graos nomeadas como 1, 2, 3 ¢ 4 em diferentes

concentragdes de graos/leite.

Tabela 3

Os resultados demonstram que houve diferenga significativa entre os valores de pH
encontrados no kefir originado das populagdes de graos 1, 2 e 4 em relagdo a concentragao de
leite utilizado. Todos os valores encontrados indicam que o tempo de incubac¢dao e maturacao
foi suficiente para alcancar o pH desejavel segundo legislagdo para leites fermentados
(BRASIL, 2000), classificando este produto como um “alimento muito acido”, garantindo
segundo Franco et al. (1996) a inibigdo do desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes que porventura sobrevivam ao tratamento térmico do leite e que poderiam
alterar o produto durante sua vida-de-prateleira.

Irigoyen et al. (2005) ndo encontraram diferenca significativa na variagao do pH ao
longo do armazenamento do kefir em diferentes amostras, mas observaram uma forte queda
durante a fermentagdo, na presenca dos graos, que pode ser justificada pela degradacdo da
lactose, resultante da agdo das bactérias presentes nos graos, que faz com que o pH do kefir
diminua. Ulusoy et al., (2007), utilizando grdos liofilizados, encontrou valores de pH
semelhantes a este trabalho.

Houve diferenga significativa (p<0,05) entre a acidez encontrada no kefir originado

das quatro populagdes em relagdo a concentracao de leite utilizado. De acordo com os padroes
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de identidade e qualidade para leites fermentados, a acidez do kefir ficou acima do
determinado pela legislagdo (BRASIL, 2000). Silva (1995), afirma que o aumento da acidez ¢
determinado pela transformacdo da lactose pelos microrganismos, com formagdo de acido
latico, conferindo acidez caracteristica ao produto. Esta acidez auxilia na absor¢ao e utilizagao
dos nutrientes pelo organismo, além de prevenir possiveis doencgas transmitidas por alimentos.

Souza et al. (1984) ao avaliar a composicao fisico-quimica do kefir, nas condigdes de
seu experimento, encontrou valores de pH na faixa de 4,2 e 4,5, teores de lactose de 2,6 a
3,75% e acidez de 80°D.

Quanto a lactose, ap6s o periodo de incubag¢do e maturacao, os resultados demonstram
que também houve diferenga significativa (p<0,05) entre o percentual encontrado no kefir
originado das quatro populagdes em relacdo a concentragdo de graos/leite utilizado. Houve
uma diminui¢do de 64% no kefir com maior quantidade de leite (A) e de 70% no kefir com
menor quantidade de leite (B), considerando os niveis iniciais de lactose presente no leite
utilizado (T 3,68%).

Irigoyen et al. (2005) ao testar diferentes concentragdes de graos de kefir ¢ leite,
observou, nas concentragcdes do experimento, diminui¢do nos teores de lactose de 22% nas
primeiras 24 horas de fermentacao, em relacao aos teores de lactose iniciais presentes no leite,

estes valores permaneceram constantes até o 14° dia de maturagao.

3.2.2 Soro de kefir

A Tabela 4 indica os resultados da analise dos teores residuais de lactose no soro de
kefir resultante da fermentacao e maturacao de quatro populagdes distintas de graos de kefir, o
qual apresentaram diferenca significativa (p<0,05) quando comparados as concentragdes

graos/leite.

Tabela 4

O soro de kefir obtido do processo de filtracdo apresentou teores de lactose
semelhantes aos encontrados no kefir (Tabela 3), estes resultados sdo esperados uma vez que

a lactose € hidrossoluvel.
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Apesar de pouco explorado, o soro de kefir ¢ semelhante ao soro de queijo, podendo
ser uma opcao para elaboracdo de produtos como bebida lactea, ricotas, sorvetes, tendo

inclusive, propriedades antibacterianas (CZAMANSKI, 2003).

3.3 Composicao centesimal e analise sensorial do kefir leban

3.3.1 Composig¢ao centesimal

A Tabela 5 indica os valores da composic¢ao centesimal encontrados para o kefir leban
obtido das populacdes agrupadas das aliquotas A (1:10) e B (1:5), onde as diferentes
quantidades de leite utilizadas influenciaram significativamente (p<0,05) nos teores de
proteina e gordura. A maior concentragao protéica no kefir leban obtido da populagdo de

aliquotas A pode ser justificada pelo aumento da producao de graos (Tabela 2).

Tabela 5

O kefir leban obtido dos experimentos apresentou caracteristicas peculiares como
consisténcia cremosa, semelhante ao queijo quark, aroma caracteristico, cor amarela
esbranquigada, sabor acido acentuado, boa espalhabilidade.

Mantiveram-se no kefir leban, os teores de calcio encontrados no leite apds o
processamento, caracterizando o produto como uma boa fonte deste mineral, que ¢
indispensavel na constru¢do e manutencdo dos ossos, além de auxiliar no processo de
contragdo muscular e coagulagdo do sangue (LERNER et al., 2000).

O teor de proteina encontrado no kefir leban equivale a 18% da IDR (ingestdo diéria
recomendada) (ANVISA, 2005), segundo Hertzler et al. (2003) o kefir leban possui, alta
digestibilidade, que ¢ atribuida a natureza da coalhada, cujas proteinas sofreram desnaturagao
em varios graus durante a fermentacdo, obtendo assim uma coalhada de particulas finamente
divididas e facilmente penetradas pelos sucos gastricos.

A auséncia de lactose constatada no kefir leban pode ser ressaltada, em relacdo a

grupos populacionais da espécie humana que ndo podem ingerir este nutriente.

3.3.2 Analise sensorial
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Os resultados da analise sensorial, teste de aceitabilidade, realizados com os

antepastos elaborados a base de kefir leban estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6

O teste de aceitabilidade demonstrou diferenga significativa entre o antepasto [ e os
antepastos II e III. A aceitabilidade, por parte dos provadores, foi maior para o Antepasto I,
elaborado com salsa, cebola, alho nir4, pimenta preta, sal e leban.

A acidez elevada do kefir que originou o kefir leban pode justificar o fato da
aceitabilidade ndo ter sido maior, além do fato dos provadores ndo terem o habito de consumir
produtos a base de kefir leban.

A Tabela 7 indica a inteng¢do de compra dos provadores em relagdao aos trés tipos de

antepasto elabora dos a base de kefir leban.

Tabela 7

Comparando-se os resultados com os da Tabela 6 constatou-se que as formulagdes
alimentares, antepasto II e III, embora ndo apresentando diferenga significativa em relagdo a
aceitabilidade, apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em relacdo a inten¢ao de
compra. O antepasto III, elaborado com hibisco (Hibiscus sabdariffa L.), agucar e kefir leban
descaracterizou-se como antepasto segundo a opinido da maioria dos provadores, pois
apresentou caracteristicas como cor e consisténcia semelhantes ao iogurte.

O antepasto I foi a formulagdo com maior aceitabilidade e intencdo de compra. A
condimentacdo utilizada no preparo, na opinido dos provadores, sdo tradicionalmente
conhecidas, o que ndo provocou estranheza e mascarou parte da acidez pronunciada do

produto.

4 CONCLUSOES

A padronizacdo das amostras resultou em produtos com caracteristicas fisico-quimicas

semelhantes e reprodutivas nas diferentes repeti¢des do experimento.
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A quantidade de leite utilizada para incubac¢do e maturagdo das amostras influenciou
significativamente no rendimento dos graos, nos valores de pH, acidez e lactose do kefir e do
soro de kefir.

O kefir leban obtido no experimento apresentou caracteristicas peculiares como
consisténcia cremosa, aroma caracteristico, cor amarela esbranquicada, sabor dacido
acentuado, boa espalhabilidade. Manteve os teores de calcio presentes no leite utilizado para
incubacdo dos graos, além de concentrar a proteina e nao conter lactose. Sua aceitabilidade
em formulagdes alimentares foi considerada satisfatoria, considerando o fato dos provadores
ndo terem o habito de consumir produtos a base deste.

Sendo assim, pode se considerar esses resultados como uma ferramenta para novos
estudos na area, visando o desenvolvimento de futuros trabalhos para melhor explorar as
propriedades dos graos de kefir e derivados (kefir, kefir leban e soro de kefir) em nivel de

mercado.
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Inoculacdo dos graos de kefir ao leite pasteurizado padronizado homogeneizado

A
Incubacao por 24 horas a 25°C + 2°C

Y
Maturacdo por 144 horas a 7°C +

A 4

Tamisagem da amostra
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Obtencdo kefir | Obtencao graos de kefir
\ 4 Y
Filtracdo do kefir 24 horas a 25°C + Graos novamente inoculados ao
Obtencio kefir leban Obtencdo soro de

Figura 1. Fluxograma do processo de manipulaco e padronizagéo do kefir.
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Tabela 1. Formulagdes alimentares tipo antepasto™ preparadas para realizagdo das analises de aceitabilidade e
preferéncia, com provadores nao treinados.

Antepasto 1 Antepasto II Antepasto 111

40 g de salsa picada 10 g de massa de tomate 30 g de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.)

30 g de cebola picada 90 g de pimentdo vermelho 30 g de agucar

15 g de alho nird picado 10 g de agticar 90 g de kefir leban

0,5 g de pimenta preta 90 g de kefir leban
5 g de sal

90 g de kefir leban

* Antepastos sdo pequenas iguarias, pratos servidos como entrada ou aperitivo, antes da refei¢do principal.

Tabela 2. Peso final dos gréos de kefir apds incubagdo e matura¢do em diferentes concentragdes.

Populacdes de grios de kefir e concentracdo de Peso dos grios na Peso dos graos apds
graos/leite incubagdo tamisagem
1,2,3e4 (A) 50g° 60g”°
1,2,3e¢e4 (B) 50g° 50g°

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
Letra A corresponde a concentragdo de graos/leite 1:10; Letra B corresponde a concentragdo de graos/leite 1:5.

Tabela 3. Valores de pH, acidez e lactose em relagdo a concentra¢do de graos/leite, apds 168 horas de incubagdo
€ maturacao.

pH Acidez (°D) Lactose (%)
Kefir A B A B A B
1 3,602 3,79° 141,952 184,02 ° 1,212 0,96 °
2 3,762 3,59° 210,202 248,54 ° 1,592 1,30°
3 3,61° 3,57 251,092 266,98 ° 1,042 0,93 °
4 3,772 3,70 ° 156,14 2 201,02° 1,502 1,07°

Letras mintisculas diferentes na mesma linha, considerando cada analise independente entre si,
indicam diferenca significativa (p<0,05).
Letra A corresponde a concentragdo de graos/leite 1:10; Letra B corresponde a concentragdo de graos/leite 1:5
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Tabela 4. Valores residuais de lactose no soro de kefir em relagdo a concentragdo de grios/leite, apos 168 horas

de incubagdo e maturagao.
Lactose
Soro de kefir A (1:10) B (1:5)
1 1,512 1,30°
2 1,662 1,23°
3 1,302 0,95°
4 1,47° 091°

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 5. Composigio centesimal do kefir leban obtido das populagdes agrupadas das aliquotas A e B ap6s

incubacdo, maturacio e filtragdo em relacdo a concentracdo de graos/leite.
Determinagoes A (1:10) B (1:5)
Umidade % 79,392 79,41°
Proteina % 9,238 8,11°
Gordura % 8,292 926"
Cinzas % 0,892 0,832
Calcio % 0,112 0,102
auséncia auséncia

Lactose %
Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 6. Avaliagdo da aceitabilidade por teste de escala hedonica de trés tipos de antepasto elaborados a base
de kefir leban.
Antepasto | Antepasto 11 Antepasto II1

Aceitabilidade 6,8° 56" 51°
Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 7. Avaliacao da preferéncia associada a inteng¢do de compra dos trés tipos de antepasto elaborados a base
de kefir leban.
Antepasto | Antepasto 11 Antepasto 111

Inten¢do de compra (%) 58,06° 25,80° 16,12°
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)




CAPITULO IV

Reapresentagdo dos resultados e consideracdes finais.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho de pesquisa teve por objetivo caracterizar e avaliar o
comportamento de diferentes populacdes tradicionais de graos de kefir e de seus derivados, o
kefir, o kefir leban e o soro de kefir, quanto a composi¢ao fisico-quimica, a sensorialidade e a
atividade antibacteriana, uma vez padronizados os procedimentos em relacdo ao tipo de leite
utilizado, ao tempo/temperatura de incubagdo, de maturacao e de filtracao.

Relembrando as hipodteses que conduziram o estudo, citadas no capitulo I, foram
desenvolvidas as atividades praticas que resultaram na produ¢do de dois artigos cientificos

constantes nos capitulos II e III da presente dissertagao.

1.1 Composicao fisico-quimica

Os derivados (kefir, kefir leban e soro de kefir) resultantes da incubagdo, maturacdo e
filtragdo em condigdes padronizadas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas semelhantes
e reproduziveis nas diferentes repeti¢des do experimento.

A quantidade de leite utilizada para incubagdo e maturacdo das amostras influenciou
significativamente (p<0,05) no rendimento dos graos (Tabela 1), nos valores de pH, acidez e

lactose do kefir (Tabela 2) e do soro de kefir (Tabela 3).

Tabela 1. Peso final dos grios de kefir ap6s incubagdo e maturagdo em diferentes concentragdes.

Populagoes de graos de kefir e Peso dos graos na incubag@o Peso dos graos apds tamisagem
concentragdo de graos/leite
1,2,3¢4 (A) 50g® 60g”
1,2,3e4 (B) 50g° 50g°

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
Letra A corresponde a concentragdo de graos/leite 1:10; Letra B corresponde a concentragio de graos/leite 1:5.

Tabela 2. Valores de pH, acidez e lactose em relagdo a concentragdo de graos/leite, apos 168 horas de
incubagdo e maturagao.

pH Acidez (°D) Lactose (%)
Kefir A B A B A B
1 3,602 3,79° 141,952 184,02° 1,212 0,96 °
2 3,762 3,59° 210,202 248,54 ° 1,592 1,30°
3 3,612 3,57° 251,092 266,98 ° 1,042 0,93 °
4 3,772 3,70 ° 156,14 2 201,02° 1,502 1,07°

Letras mintisculas diferentes na mesma linha, considerando cada analise independente entre si,
indicam diferenga significativa (p<0,05).
Letra A corresponde a concentragdo de graos/leite 1:10; Letra B corresponde a concentragdo de graos/leite 1:5
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Tabela 3. Valores residuais de lactose no soro de kefir em relagdo a concentragdo de graos/leite, apos 168 horas
de incubagdo e maturagao.

Lactose
Soro de kefir A (1:10) B (1:5)
1 1,512 1,30°
2 1,662 1,23°
3 1,302 0,95°
4 1,47°2 0,91°

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

1.2 Anélise sensorial

O kefir leban obtido no experimento apresentou caracteristicas peculiares como
consisténcia cremosa, aroma caracteristico, cor amarela esbranquicada, sabor acido
acentuado, boa espalhabilidade. Manteve os teores de célcio presentes no leite utilizado para
incubacdo dos graos, além de concentrar a proteina e ndo conter lactose (Tabela 4). Sua
aceitabilidade em formulag¢des alimentares foi considerada satisfatoria, considerando o fato
dos provadores ndo terem o habito de consumir produtos a base deste. A intengdo de compra

ficou em 58% para formulacdo alimentar preparado com kefir leban e condimentos (Tabelas 5

e 0).

Tabela 4. Composi¢do centesimal do kefir leban obtido das populagdes agrupadas das aliquotas A e B apds
incubag¢do, maturacdo e filtracio em relago a concentracdo de grios/leite.

Determinagdes A (1:10) B (1:5)
Umidade % 79,39 2 79,412
Proteina % 9,232 8,11°
Gordura % 8,292 926"

Cinzas % 0,892 0,832
Célcio % 0,112 0,102

Lactose % auséncia auséncia

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 5. Avaliacdo da aceitabilidade por teste de escala hedonica de trés tipos de antepasto elaborados a base
de kefir leban.
Antepasto | Antepasto 11 Antepasto 111

Aceitabilidade 6,8° 5,6° 5,1°
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 6. Avaliagdo da preferéncia associada a inten¢do de compra dos trés tipos de antepasto elaborados a

base de kefir leban.
Antepasto I Antepasto 11 Antepasto 111
Intengdo de compra (%) 58,06 25,80° 16,12°¢

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)
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1.3 Atividade antibacteriana.

Em relagdo a atividade antibacteriana seletiva frente ao indculo padronizado de
interesse em alimentos, no caso, a Escherichia coli (ATCC 11229), tanto o kefir quanto o soro
de kefir, na concentracdo testada de 50%, apresentaram total inibi¢do e inativagdo frente ao

in6culo, nas condi¢des do experimento, conforme demonstram as Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de
Inativag@o Bacteriana/bactericidia (IINAB) do Kefir tradicional ndo submetido a tratamento térmico, frente a
Escherichia coli ATCC (11229) determinadas em trés repetigdes.

Escherichia coli ATCC (11229)

1? repetigdo 2% repetigdo 3% repeticdo
Amostra Tempo (h) [INIB [INAB [INIB [INAB [INIB [INAB
24 127 1242 127 1242 124 1242
Kefir 48 127 1242 127 1242 127 1242
72 127 1242 127 1242 124 1242

Resultados representam a média das triplicatas
Letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p=>0,05)
Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05)

Tabela 8. Intensidade de Atividade de Inibi¢do Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de
Inativag@o Bacteriana/bactericidia (IINAB) do soro de Kefir tradicional ndo submetido a tratamento térmico,
frente a Escherichia coli ATCC (11229) determinadas em trés repeti¢des.

Escherichia coli ATCC (11229)

1? repeticao 2% repeticao 3% repeticao
Amostra Tempo (h) 1INIB IINAB 1INIB IINAB [INIB IINAB
Soro de 24 122a 122a 122a 122a 12:a 122a
Kefir 48 12Aa 12Aa 12Aa 12Aa 12Aa 12Aa
72 127 127 127 127 127 127

Resultados representam a média das triplicatas
Letras maiusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05)
Letras mintisculas iguais na mesma linha indicam que nio ha diferenca significativa (p>0,05)

As tabelas demonstram a atividade maxima frente ao indculo Escherichia coli ATCC
(11229), em concentragdes <10® UFC/mL, em ambas as anélises e nas diferentes repeti¢des do
experimento. Estes resultados tornam-se relevantes, considerando que, dificilmente, em
preparagdes alimentares, seriam encontradas concentragdes tdo elevadas deste
microorganismo. Isto sugere a precisdo do método (resisténcia a fatores extrinsecos) e a
padronizagdo das técnicas quanto a preditividade dos resultados positivos e negativos, pela
diferenca ndo significativa ao nivel de 5% de probabilidade dos resultados obtidos.

A inibigdo e inativacdo da Escherichia coli ATCC (11229) foi garantida pela presenca

e auséncia dos desinibidores bacterianos recomendados no experimento e pelas técnicas de
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manipulacdo e padronizacao adotadas para o kefir que se mostraram eficazes, pois permitiram
a obten¢do de um produto com caracteristicas antibacterianas similares e reprodutivas.
Concluindo, pode se considerar que os resultados aqui apresentados constituem
ferramenta para novos estudos na area, visando o desenvolvimento de observagdes e de
experimentos que permitam melhor explorar as propriedades dos griaos de kefir e de seus
derivados (kefir, kefir leban e soro de kefir), inclusive com vistas ao langamento de novos

produtos alimenticios no mercado.



