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RESUMO

MAGALHAES, Karina Teixeira. Caracterizacio microbiolégica e quimica da
bebida quefir de leite e acticar mascavo. 2008. 108 p. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG,
Brasil.

Duas bebidas fermentadas com graos de quefir foram estudadas neste
trabalho. As bebidas sdo popularmente consumidas no Brasil. Os graos foram
inoculados no leite e em solucdo de agicar mascavo. O estudo objetivou a
identificacdo microbiolégica e a caracterizagdo dos compostos quimicos
formados durante a fermentacdo das bebidas. Os graos de quefir cultivados em
leite apresentam associacdo simbidntica de microrganismos pertencentes a
diversas espécies, incluindo bactérias acido laticas (Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc), leveduras e bactérias dcido acéticas. Os graos de quefir cultivados
em agicar mascavo sdo também compostos por uma associagdo simbidntica de
leveduras e bactérias. Os graos de quefir cultivados em agicar mascavo e 0s
cultivados em leite sdo similares em constitui¢do microbiolégica, procedimentos
de cultivo, em estrutura e constituicdo quimica, mas diferem em aspecto visual.
A caracterizacio de microrganismos nas bebidas quefir indicaram a presenga de
bactérias laticas (Lactobacilllus, Lactococcus, Leuconostoc), bactérias Gram-
positivas, bactérias Gram-negativas e leveduras. O género Lactobacillus
predominou, durante todo o periodo de fermentacdo, em ambas as bebidas,
sendo, portanto, um grupo de importancia, presente nas bebidas quefir. As
espécies dominantes foram Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei 1 e Candida kunwiensis. Os graos de quefir do leite e acucar
mascavo indicaram maior colonizacio de bactérias e leveduras em sua superficie
externa, em andlises realizadas usando a Microscopia Eletronica de Varredura.
Em andlises quimicas, foram detectados os 4cidos latico e acético. Etanol
também foi encontrado. Trés tipos de fermentacdo (ltica, alcodlica e acética)
foram observados durante o preparo das bebidas. O estudo foi de importancia
para o conhecimento da microbiota, do processo fermentativo e da constituicao
quimica das bebidas fermentadas quefir de leite e de agicar mascavo
consumidas no Brasil.

*Comité€ Orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Dra. Patricia
Gomes Cardoso — UFLA



ABSTRACT

MAGALHAES, Karina Teixeira. Microbiological and chemical
characterization of milk and brown sugar kefir beverage. 2008. 108 p.
Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG, Brazil.

Two beverages fermented with kefir grains that are commonly
consumed in Brazil were studied. The grains were inoculated in milk and a
brown sugar solution. The objective of the study was the microbiological
identification and characterization of the chemical compounds formed during the
beverage fermentation. The kefir grains cultured in milk presented a symbiotic
association of microorganisms belonging to several species including lactic acid
bacteria (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc), yeasts and acetic acid
bacteria. The kefir cultured in brown sugar also consisted of a symbiotic
association of yeasts and bacteria. The kefir cultured in brown sugar and
cultured in milk are similar in microbiological constitution, culture procedures,
structure and chemical constitution, but differ in visual appearance. The
characterization of microorganisms in the kefir beverages indicated the presence
of lactic bacteria (Lactobacilllus, Lactococcus, Leuconostoc), Gram positive
bacteria, Gram negative bacteria and yeasts. The Lactobacillus genus
predominated throughout the fermentation period in both the beverages and was
therefore an important group present in the kefir beverages. The dominant
species were Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1
and Candida kunwiensis. The kefir grains in brown sugar and milk indicated a
greater colonization of bacteria and yeasts on the external surface, in analyzes
using Electronic Scanning Microscopy. Chemical analyses showed lactic and
acetic acid. Ethanol was also detected. Three types of fermentation (lactic,
alcoholic and acetic) were observed during the beverage preparation. The study
was important for understanding the microbiota, fermentation process and
chemical constitution of the milk and brown sugar fermented kefir beverages
consumed in Brazil.

*Guidance Comitee: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor), Dra.
Patricia Gomes Cardoso — UFLA
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1 INTRODUCAO

Os alimentos fermentados t&m papel vital na histéria do
desenvolvimento do homem, oferecendo grande variedade de sabores, aromas e
texturas que enriquecem sua alimentacdo. De modo geral, os alimentos e as
bebidas fermentadas podem ser produzidos e distribuidos a baixo custo e sdo de
alto valor nutricional, fornecendo calorias, proteinas, vitaminas e minerais.

Quefir cultivado em leite € uma bebida fermentada (Garrote et al., 1997,
Pintado et al., 1996; Rodrigues et al., 2005), ligeiramente carbonatada e que
contém poucas quantidades de dlcool (Farnworth, 2005; Plessas et al., 2008).
Esta bebida teve origem nas montanhas caucasianas da Riussia (Urdaneta et al.,
2007) e encontra-se distribuida e/ou, em produgdo artesanal em muitos paises,
como a Argentina, Taiwan, Portugal, Turquia, Franga (Farnworth, 2005), Suécia,
Hungria, Pol6nia, Noruega, Finladndia, Dinamarca, Franga, Alemanha, Grécia,
Austria, TIsrael, Japdo, Canadd e Estados Unidos (Schneedorf & Anfiteatro,
2004). A bebida pode ser elaborada em qualquer tipo de leite (vaca, cabra,
ovelha, camela, bifala) (Irigoyen et al., 2005) e € inoculada com graos contendo
microbiota diversificada.

A bebida quefir de acicar mascavo também € inoculada com graos de
quefir constituidos por uma diversidade de microrganismos, que formam uma
associacdo simbiontica de leveduras e bactérias. Esses grdos podem ter se
originado dos tradicionais grdos de quefir do Caucasus, mas isto é discutivel
(Ulloa et al., 1994). Os graos de quefir cultivados em agticar mascavo sio
utilizados popularmente no México para produzir bebidas refrescantes de baixo
teor alcodlico e acético, quando o tempo de fermentacdo ndo excede a 2 dias
(Rubio et al, 1993). Quando a fermentacdo se prolonga por 2 a 3 semanas, se
produz uma bebida conhecida como vinagre de tibicos (Lappe et al., 1992). Na

Europa, também se utiliza o grao de quefir cultivado em agicar mascavo, para



produzir a bebida fermentada conhecida como Tibi ou Sugary Kefir (Lappe et
al., 1992).

Os graos de quefir cultivados em leite e os que sdo cultivados em aguicar
mascavo s@o similares em estrutura e em constitui¢do microbioldgica e quimica
(Ulloa et al., 1994). As bebidas fermentadas prontas incluem &cido ltico, dcido
acético, CO,, 4lcool e compostos aromdticos (Otles & Cagindi, 2003). A
complexa comunidade microbiana simbiontica produz graos de 3 a 35mm
(Guzel-Seydim et al., 2005), constituidos, principalmente, pelo polissacarideo
quefiran, que contém quantidades aproximadamente iguais de glicose e
galactose (Cheirsilp et al., 2002; Cheirsilp et al., 2003; Rimada & Abraham,
2001).

No Brasil, ndo se encontram dados referentes a producio e consumo das
bebidas quefir de leite e acicar mascavo. Nao hé relatos, na literatura, sobre a
constituicdo quimica e microbioldgica dessas bebidas consumidas no Brasil. As
razdes pelas quais o Brasil ainda ndo a produz industrialmente podem ser a falta
de informacdes tecnoldgicas e, mesmo, a falta de interesse por parte das
industrias ldcteas em desenvolver e langcar no mercado novos produtos.

Este estudo foi realizado com o objetivo de isolar e identificar os
microrganismos presentes durante a fermentacao e caracterizar quimicamente as
bebidas consumidas no Brasil. O estudo visou um melhor entendimento do
processo fermentativo para a produgdo das bebidas fermentadas quefir de leite e

acucar mascavo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os graos de quefir: origem evolutiva e um breve histérico

A expressdo quefir se origina do turco “kef” (aquilo que embriaga,
aquilo que estd fermentado) ou de “kiaf” (aquilo que espuma). Por outro lado, no
Céducaso (Russia), quefir se relaciona com “kefy” (aquilo que tem Otima
qualidade, aquilo que causa prazer). Os graos de quefir ou fungos do quefir,
também chamados de painco, milho-mitdo-do-profeta ou graos-do-Profeta,
segundo a lenda, teriam sido entregues pessoalmente pelo profeta Maomé a sua
tribo eleita, como simbolo de imortalidade (Hafliger et al., 1991).

Embora permanecessem geograficamente restritos durante séculos, os
aldedes montanheses do Cducaso acreditavam que os graos-do-profeta
perderiam sua forca e longevidade, caso fossem distribuidos
indiscriminadamente com o segredo de seu manuseio. Poucos registros sobre o
quefir sdo conhecidos daqueles tempos, como os contos de viajantes sobre uma
bebida de propriedades magicas, e men¢do do navegador Marco Pdlo, em suas
viagens ao Leste Europeu (Schneedorf & Anfiteatro, 2004).

A origem evolutiva dos graos de quefir ainda nao foi esclarecida. Torna-
se praticamente impossivel conseguir a formacao espontdnea dos graos, mesmo
com o aporte de todos os componentes individuais, isolados da microbiota do
quefir (Hafliger et al., 1991). Novos griaos somente se originam da multiplicacio
e da reparticio de grios pré-existentes (Hafliger et al., 1991). Estes grdos
compdem-se de uma massa gelatinosa irregular de tamanho 3 a 35mm (Liu &
Lin, 2000; Irigoyen et al., 2005) e uma matriz polissacaridica, na qual se
albergam os microrganismos caracteristicos, em verdadeira simbiose. Este
polissacarideo é denominado quefiran e se compde de partes equivalentes de

glicose e galactose (Rimada & Abraham, 2001; Cheirsilp et al., 2003).



Liu & Moon (1983) relataram a forma empirica possivelmente por meio
da qual os téartaros do C4ucaso preparavam a cultura do quefir: estocavam leite
de cabra ou de ovelha em odre de barro e acrescentavam fragmentos de
estobmago de carneiro, agitando de tempos em tempos até a coagulacdo do
produto. Apds o consumo da coalhada assim obtida, sem limpeza prévia do odre,
acrescentavam novamente leite e esperavam sua coagulacdo, consumindo-a a
seguir. Este processo repetitivo teria por finalidade forrar as paredes do odre
com uma crosta constituida, em grande parte, por um aglomerado de
microrganismos vivos. Formaram-se, entdo, os grdos do quefir, que se
adaptaram ao meio e nele se propagaram.

O quefir alcangou renome na Europa Central e Oriental na década de 80
do século 19. Em 1884, o médico W. Podwyssotzki, em Kiev (Ucrania),
publicou o livro “Kefyr”. Constituindo praticamente a primeira referéncia
técnico-cientifica conhecida no assunto, esta obra descreve a origem, a evolucio,
bem como a distribui¢do do quefir pela Europa, a partir de 1867, desde o sopé
do macigo de Elbrus, no Cducaso, mais especificamente na aldeia montanhosa
de Karatschajeff (Klupsch, 1992).

Comercialmente, o quefir foi disseminado por todo o mundo. A bebida
quefir € fabricada sobre uma variedade de nomes, incluindo “Kephir, Kiaphur,
Kefer, Knapon, Kepi e Kippi”. Quefir € o leite fermentado mais popular, apds o
iogurte, consumido na Russia. Em 1994, estimava-se entre 65 a 80 o percentual
de vendas totais, na Russia, de leites fermentados a base de quefir, totalizando a
producdo anual superior a um milhdo de toneladas (Schneedorf & Anfiteatro,
2004).

Os graos de quefir cultivados em agicar mascavo e conhecidos como
“Kefir d’dgua” podem ter se originado dos tradicionais grdos de quefir do
Céucasus, mas isto é discutivel (Ulloa et al., 1994). Lappe et al. (1992) afirma

que o estudo deste tipo de quefir foi iniciado por Lutz, em 1898/1899 e, na



Europa, o estudo microbiano e quimico destes grdos tem adquirido grande
relevancia.

Os graos de quefir cultivados em agicar mascavo sdo muito semelhantes
aos cultivados em leite, em estrutura, em constituicio microbioldgica e em
produtos formados durante a fermentagdo (Ulloa et al., 1994), mas diferem em
aspecto visual. Os grdos constituem em uma massa compacta gelatinosa de cor
amarelada, translicida, de forma irregular e tamanho varidvel de 3 a 35mm
(Rubio et al., 1993). Estes grdos cultivados dessa forma sdo utilizados
popularmente no México para produzir bebidas refrescantes de baixo teor
alcodlico e acético, ou ainda para producdo do vinagre de tibicos (Rubio et al.,
1993). Algumas pessoas no México consomem as bebidas quefir com a inteng¢ao
de reduzir o peso, combater arterioesclerose e prevenir alguns males cardiacos,

porém, sem base cientifica (Rubio et al, 1993).

2.2 A microbiologia do quefir e algumas caracteristicas

A bebida quefir contém uma diversidade de bactérias dcido laticas que
sdo grupos fisiologicamente distintos. Segundo McKay & Baldwin (1990), elas
podem, geralmente, ser descritas como bactérias Gram-positivas, cocos nao
esporulados ou bastdo, sendo o 4cido latico o maior produto da fermentacio dos
carboidratos. Tradicionalmente, as bactérias &4cido liticas compreendem os
géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus e Streptococcus
e tém sido envolvidas na fermentacdo de leite, cereais e vegetais.

A populagdo microbiana encontrada no quefir tem sido usada como um
exemplo de comunidade simbidntica e esta natureza simbiontica tém dificultado
a identificacdo e o estudo dos microrganismos constituintes dos graos de quefir
ou da bebida quefir. Algumas bactérias e leveduras da bebida quefir, quando
isoladas em cultura pura, ou n@o crescem ou diminuem sua atividade

bioquimica, dificultando os estudos da populacdo (Koroleva, 1991).



E conhecido que leveduras t8m importante funcdo na preparacio de
produtos fermentados de leite. Leveduras podem fornecer nutrientes essenciais
de crescimento, tais como aminoacidos e vitaminas; elas alteram o pH, secretam
etanol e produzem CO, (Viljoen, 2001). As leveduras da bebida quefir fornecem
um ambiente para o crescimento de bactérias, produzindo metabdlitos que
contribuam para o aroma e o sabor da bebida quefir (Clementi et al., 1989). As
propriedades de leveduras encontradas nessa bebida variam. Por exemplo,
algumas leveduras fermentam lactose, enquanto outras ndo. Também sao
encontradas algumas leveduras na superficie do grao, enquanto outras habitam
seu interior. Pode ser que leveduras localizadas em diferentes pontos nos graos
de quefir mostrem diferentes fungdes no processo de fermentagdo (Iwasawa et
al., 1982).

Para La Riviére (1969), os graos de quefir de leite constituem uma
associacdo simbidntica de leveduras e bactérias acido ldticas, usadas para a
producdo de uma bebida ldctea. Com a transferéncia didria destes grdos para
leite fresco, eles dobram de peso, pela multiplicacdo, em um periodo de 7 a 10
dias. Mesmo ndo tendo assepsia restrita em sua manipulagdo, geralmente
domiciliar, os graos mantiveram suas caracteristicas estruturais e de aparéncia
durante vérias décadas de propagacdo. Garrote et al. (2001) descreveram a
microbiota da bebida quefir produzida na Argentina: bactérias e leveduras.
Dentre as leveduras, representantes do género Saccharomyces foram achadas.
As bactérias foram Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactobacillus kefir,
Lactobacillus parakefir e Lactobacillus plantarum. Representantes do gé€nero
Acetobacter também foram observados.

Em estudos realizados no México, com graos de quefir cultivados em
acticar mascavo, Ulloa et al. (1994) encontraram, na bebida fermentada quefir, a
presenca de leveduras, como Candida valida, Pichia membranafaciens e

Saccharomyces cerevisiae. Porém, Lappe et al. (1992) afirmam que a microbiota



da bebida consumida no México € constituida pelas leveduras Candida valida,
Cryptococcus albidus e Pichia kluyveri.

Ainda em estudos realizados no México com quefir cultivado em agtcar
mascavo, Rubio et al. (1993) identificaram a microbiota da bebida. Os autores
analisaram a microbiota presente na bebida quefir durante 264 horas de
fermentagcdo e encontraram leveduras, como Candida valida, Saccharomyces
cerevisiae, Cdndida guilliermondii, Cryptococcus albidus, Brettanomyces
clausenii e Rhodotorula rubra. Também identificaram vérias espécies do género
Bacillus, como B. circulans, B. coagulans, B. firmus, B. macerans, B. polymyxa
e B. pumilus. Em estudos realizados na Europa, Pidoux (1989) identificou, em
bebida fermentada quefir de agdcar mascavo, leveduras como
Zygosaccharomyces florentinus, Torulaspora pretoriensis, Candida valida,
Candida lambica e Kloeckera apiculada. Também foram quantificadas as
bactérias laticas Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus casei ssp. casei,
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Streptococcus lactis € Streptococcus cremoris.

A composicdo microbiana da bebida quefir é definida dependendo do
método de producdo, da origem dos grdos e dos métodos de identificacdo
microbioldgica (Witthuhn et al., 2004a). Todos estes fatores contribuem para a
variacdo da populacido microbiana da bebida. A microbiota dominante da bebida
quefir elaborada em diferentes localidades encontra-se relacionada na Tabela 1.

Em estudos utilizando a microscopia de luz e a microscopia eletrdnica
de varredura, com graos de quefir cultivados em leite, Toba et al. (1990), bem
como Arihara et al. (1990), descreveram os graos como semelhantes a por¢des
de couve-flor. Os grios variaram de didmetro entre 5 e 20mm. Nos grdos
caracterizados como propagdaveis, bactérias bastonadas, curtas e longas, assim
como leveduras, formavam coldnias separadas, na superficie externa e na

cavidade interna.



A observagdo dos graos de quefir por Guzel-Seydim et al. (2005),
usando microscopia eletronica de varredura, revelou que a sua superficie é
rugosa. Nas amostras fatiadas, a superficie interna dos graos também se mostrou
rugosa e com por¢des semelhantes a uma colecdo de pequenas crateras. Foram
observadas células de leveduras nas superficies externa e interna dos graos. Trés
tipos de bacilos (curto, longo e curvado) foram notados. Cocos ndo foram
observados. A preparacdo dos graos para a microscopia eletronica pode ter sido
a causa da remocdo destes microrganismos. Os graos foram caracterizados como
irregulares e variaram de tamanho entre 3 a 35mm. Eles atuam como uma matriz
polissacaridica, na quais bactérias 4cido laticas e leveduras vivem
simbioticamente.

Bylund (1995), usando também microscopia eletronica, atribuiu aos
grdos de quefir cultivados em leite didmetro entre 15 e 20mm e descreveu-os
como de cor amarelada, referindo-se também & sua semelhanca com as por¢des
de couve-flor. Afirma que os grdos sdo insoliveis em 4gua e, ao serem
embebidos em leite, os graos enturgessem, passando a ter coloragdo branca. Para
este autor, os bastonetes presentes seriam Lactobacillus bulgaricus convivendo
estreitamente com bactérias esféricas, o Streptococcus thermophilus. Leveduras
e bactérias seriam sustentadas por uma rede, composta, prioritariamente, por

proteinas e polissacarideos.



TABELA 1 Microbiota dominante do quefir cultivado em leite e agticar mascavo, em diferentes locais.

SUBSTRATO DE

BACTERIAS LOCALIDADE CULTIVO REFERENCIAS
Lactobacillus brevis Portugal Leite Pintado et al., 1996
. . Portugal, . Pintado et al., 1996; Garrote
Lactobacillus kefir Argentina Leite et al., 2001
. . . Pintado et al.,, 1996;
Lactococcus lactis Portugal, Turquia Leite Yiiksekdag et al., 2004
Lactobacillus paracasei Espanha Leite Santos et al., 2003
Espanha, Africa Santos et al., 2003; Witthuhn

Lactobacillus plantarum

do Sul, Argentina,
Europa

Leite, Acicar mascavo

et al., 2004a; Garrote et al.,
2001; Pidoux, 1989

Lactobacillus delbruekii Espanha Leite Santos et al., 2003
Lactobacillus acidophilus ~ Espanha Leite Santos et al., 2003
Lac‘tobaczllb‘ts Espanha Leite Santos et al., 2003
kefiranofaciens

Lactobacillus viridescens Espanha Leite Angulo et al., 1993
Lactobacillus gasseri Espanha Leite Angulo et al., 1993
Lactobacillus delbruekii Africa do Sul Leite Witthuhn et al.,, 2004b;
ssp. delbruekii Witthuhn et al., 2004a
Leuconostoc lactis Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004b
Lactobacillus —delbruekii - ;0 46 gyl Leite Witthuhn et al., 2004b

ssp. lactis 1

...Continua...
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Africa do Sul,

Witthuhn et al., 2004b;

Lactococcus lactis ssp. lactis Argentina Leite Garrote et al., 2001
Lactobacillus brevis 3 Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004a
Leuconostoc mesenteroides ssp. g0 46 gul Leite Witthuhn et al., 2004b
mesenteroides/dextranicum 2
Africa do  Sul . Witthuhn et al., 2004b;
Lactobacillus fermentum Espanha > Leite Angulo et al, 1993;
’ Witthuhn et al., 2004;
Lactococcus lactis ssp. lactis 1~ Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004a
Lactobacillus helveticus Espanha Leite Angulo et al., 1993
Lactobacillus acidophilus Espanha Leite Angulo et al., 1993
Lactococcus lactis ssp. lactis 2 Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004a
Leuconostoc mesenteroides Argentina, Leite, actiicar mascavo Qanote et al, 2001;
Europa ’ Pidoux, 1989

Lactobacillus parakefir Argentina Leite Garrote et al., 2001

. . L. . Angulo et al., 1993;
Lactobacillus casei Espanha, Russia Leite Plessas et al., 2007
Lactococcus cremoris Turquia Leite Yiiksekdag et al., 2004
Lactococcus spp. Espanha Leite Fontan et al., 2006
Streptococcus thermophilus Turquia Leite Yiiksekdag et al., 2004
Streptococcus durans Turquia Leite Yiiksekdag et al., 2004
Lactobacillus curvatus Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004b

...Continua...
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Enterococcus spp. Espanha Leite Fontan et al., 2006
Leuconostoc mesenteroides ssp. g ¢4 o Sul Leite Witthuhn et al., 2004a
Cremoris

Bacillus brevis México Acgucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus circulans México Acucar mascavo Rubio et al., 1993
Enterobacter aerogenes Meéxico Acgucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus coagulans México Acucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus firmus Meéxico Acgucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus macerans México Acgucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus polymyxa México Acucar mascavo Rubio et al., 1993
Bacillus pumilus México Acgucar mascavo Rubio et al., 1993
Acetobacter acetic Portugal, Espanha  Leite ilrrll;l(ll(()) eteetl.,all 9’ 9 31 996
Acetobacter rasens Portugal Leite Pintado et al., 1996
Lactobacillus hilgardii Europa Acgucar mascavo Pidoux, 1989
Lactobacillus casei ssp. casei Europa Acucar mascavo Pidoux, 1989
Lactobacillus caset SSP- Europa Acgucar mascavo Pidoux, 1989
rhamnosus

Streptococcus lactis Europa Acucar mascavo Pidoux, 1989
Streptococcus cremoris Europa Acgucar mascavo Pidoux, 1989

...Continua...
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Pichia kluyveri Meéxico Acgucar mascavo Lappe et al., 1992
Torulaspora delbrueckii Espanha Leite Angulo et al., 1993
Torula kefir Ira Leite Assadi et al., 2000

Pintado et al.,, 1996;

Saccharomyces unisporus Portugal, Espanha Leite Angulo et al., 1993

Saccharomyces delbrueckii Portugal Leite Pintado et al., 1996

Zygosaccharomyces sp. Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004b
Witthuhn et al.,, 2004b;

Candida kefir Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004a;
Assadi et al., 2000

Candida friedricchii Espanha Leite Angulo et al., 1993

Candida guilliermondii México Acucar mascavo Rubio et al., 1993

Candida lipolytica Africa do Sul Leite Witthuhn et al., 2004b

Candida lambica Europa Acucar mascavo Pidoux, 1989

Kloeckera apiculada Europa Acgucar mascavo Pidoux, 1989

2y gosa‘ccharomy ces Europa Acgucar mascavo Pidoux, 1989

florentinus

Torulaspora pretoriensis Europa Acucar mascavo Pidoux, 1989

Cryptococcus albidus México Actcar mascavo Rubio et al., 1993; Lappe
etal., 1992

Rhodotorula rubra México Acucar mascavo Rubio et al., 1993

Pichia membranaefaciens México Acgucar mascavo Ulloa et al., 1994




2.3 Bioquimica do quefir

Além de sua composi¢do microbioldgica, o quefir possui uma matriz
gelatinosa com teores aproximados de 13% de proteinas e 24% de debris
celulares, polissacarideos e lipideos (Schneedorf & Anfiteatro, 2004). O
principal polissacarideo do quefir € o quefiran, um exopolissacarideo que
contém quantidades aproximadamente iguais de glicose e galactose (Cheirsilp et
al., 2002; Cheirsilp et al., 2003; Rimada & Abraham, 2006).

Descoberto no final da década de 1960, o quefiran assemelha-se
constitutivamente a polissacarideos de glico-galactano, servindo ao quefir como
uma matriz de sustentacdo e de coesdo entre seus diversos componentes
(Schneedorf & Anfiteatro, 2004). Micheli et al. (1999) desenvolveram um
método para a obtenc@o de quefiran em laboratério, obtendo o teor de 2g do
polissacarideo por litro da bebida fermentada, a partir da atividade bacteriana
presente nos graos.

Sobre essas investigacdes sobre os produtoresmde quefiran hd
controvérsias, entretanto, Kooiman (1968) reportou que o Lactobacillus brevis,
atualmente conhecido como Lactobacillus kefir, é responsavel pela producio de
quefiran. Porém, de acordo com Tada et al. (2007), o produtor do quefiran nos
grdos de quefir é o Lactobacillus kefiranofaciens.

A propriedade sauddvel do quefiran tem estimulado o desenvolvimento
de meios e condi¢des de crescimento que aperfeicoem sua producdo. O quefiran
€ produzido quando o substrato para cultivo dos grios estd dcido ou na presenga
de 4cido latico (Toba et al., 1987). Abraham & Antoni (1999) mostraram que a
quantidade de polissacarideo de quefir produzido de leite bovino foi quase duas
vezes maior que aquele produzido pelo leite de soja. Graos de quefir crescem em
leite de soja produzindo um exopolissacarideo que Liu et al. (2002) t€m

mostrado ser primeiramente composto de D-glucose e D-galactose.
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A composicdo quimica da bebida quefir de leite e/ou agiicar mascavo é
varidvel e ndo bem definida. Isto depende de fatores tais como o conteiido de
gordura do leite ou a concentragdo de carboidratos no substrato, a composi¢io
microbiolégica ou o processo tecnolégico de produgdo (Otles & Cagindi, 2003).
Os principais produtos formados durante a fermentagdo sdo 4cido latico, CO, e
dlcool. A composicdo quimica da bebida quefir, dada por componente/100g, é
aseguinte: energia, 65kcal; gordura, 3,5g; proteina, 3,3g; lactose, 4,0g; dgua,
87,5g; célcio, 0,12g; fésforo, 0,10g; magnésio, 12,0g; potassio, 0;15g; sddio,
0,05g; acido latico, 1,0g; colesterol, 13,0mg; manganés, Sug; triptofano, 0,05g;
leucina, 0,34g; isoleucina, 0,21g; treonina, 0,17g; lisina, 0,27g; valina, 0,22g;
vitaminas: A, 0,06mg; B, 0,04mg; B,, 0,17mg; B, 0,05mg; B;,, 0,5mg; C, 1mg;
D, 0,08mg e E, 0,11mg (Otles & Cagindi, 2003).

Os numerosos beneficios das vitaminas B sdo regulacdo dos rins, do
figado e do sistema nervoso, além de aumentar a energia e a longevidade do
corpo. Triptofano é um dos aminodcidos essenciais no quefir que promovem um
efeito relaxante no sistema nervoso. Cdlcio e magnésio sdao abundantes no
quefir, os quais sdo importantes minerais para a saide do sistema nervoso.
Quefir ¢ também uma boa fonte de fésforo, sendo o segundo mineral mais
abundante em nossos corpos e ajuda na utilizacdo de carboidratos, gorduras e
proteinas para crescimento, manutengdo e energia das células (Otles & Cagindi,
2003).

A lactose € um dissacarideo parcialmente consumido pelos
microrganismos presentes na bebida quefir. Estes microrganismos siao bactérias
lacticas e algumas leveduras. Como produto principal do metabolismo da
lactose, pontua-se o dcido litico. A gordura presente na bebida fermentada &
uma funcdo direta da origem e do tipo do leite utilizado em sua producdo, se de
rebanho bovino ou caprino. A tipificagdo, como os baixos niveis de gordura

(natural, em po, desnatado e UHT), também possui func¢do direta na gordura

15



presente na bebida. A escolha da fonte ldctica para a fermentacdo também
resulta em propriedades organolépticas distintas para a bebida quefir
(Schneedorf & Anfiteatro, 2004).

Monitorando amostras de graos cultivados em leite e estaticamente, a
4°C, durante 21 dias, Guzel-Seydim et al. (2000) verificaram alteragdes no
aroma das suspensdes produzidas pelo metabolismo de &cidos voldteis, tais
como dcido ordtico, citrico, pirtvico, lactico, drico, acético, propidnico, butirico
e hipdrico, em anédlise cromatografica de alta performance (HPLC), e de etanol,
acetaldeido e diacetila, em cromatografia gasosa (CG). Dos compostos testados,
dcido latico, orético, citrico, etanol e acetaldeido apresentaram aumento
relevante no 21° dia de cultivo, ao passo que acetoina decaiu em,
aproximadamente, 30%. Outros 4cidos organicos encontrados na bebida foram
4cido férmico, isobutirico, capréico, caprilico e ldurico.

Di6xido de carbono, produzido por algumas bactérias l4cticas
heterofermentativas e por leveduras, é responsdvel pela gaseificacdo tipica
observada na bebida. Vitaminas do complexo B, como B, Bi,, biotina, niacina
(B3) e pirodoxina (Bg), além de &cido fdlico, vitaminas K, cdlcio, manganés e
aminodcidos, também constituem parte da suspensdo probidtica do quefir
(Guzel-Seydim et al., 2000).

O etanol, juntamente com o CO, e os compostos aromdticos, € o
ingrediente marcante na bebida quefir. Seu teor varia em fun¢do do periodo e da
temperatura de fermentac@o permitida, bem como das condi¢des de producio, se
predominantemente aerdbica ou anaerdbica. Nao obstante, também pode ocorrer
variagdo na concentracdo de etanol, dependendo de as amostras serem
constituidas por graos de quefir propriamente ditos, ou amostras liofilizadas e
iniciadoras de coldnia, uma apresentacdo comercial bastante utilizada (Hallé et

al., 1994).
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Existem largas faixas de teores alcodlicos encontrados na literatura.
Hallé et al. (1994) encontraram teores varidveis entre 0,03 a 1,8g, a cada 100g da
bebida fermentada com os gridos de quefir no leite, e de 10 a 100mg, se
utilizados iniciadores da colonia. O méaximo conteido de dlcool reportado na
bebida quefir foi de 38g por litro da bebida, o que equivale a um teor
aproximado de 5% de etanol, semelhante ao encontrado na cerveja. Este nivel de
etanol, porém, s6 foi alcancado apds 7 a 10 dias de fermenta¢do continua da
bebida, o que costuma ser desaconselhdvel por questdes sanitdrias. O teor
alcodlico também varia com a temperatura de fermentagdo, podendo reduzir-se a
quase um terco em 4°C, quando comparado a 30°C (Schneedorf & Anfiteatro,
2004).

Em estudos quimicos da fermentacio da bebida quefir de acicar
mascavo, realizados por Rubio et al. (1993), foram verificados trés tipos de
fermentacdo durante o processo: ldtica, alcodlica e acética. Em 48 horas de
fermentacdo, o produto foi considerado uma bebida l4ctea ligeiramente
alcodlica. No fim de 264 horas de fermentagdo, o produto foi considerado como

uma bebida fermentada acética, denominada vinagre de tibicos.

2.4 Propriedades terapéuticas do quefir cultivado em leite

Um dos primeiros registros literdrios do emprego terapéutico de quefir
data do principio da década de 1970, quando o pesquisador russo Batinkov
sugeriu o emprego da bebida probidtica para o tratamento de tlceras pépticas e
duodenais. A partir de entdo, passaram a surgir diversos trabalhos, em linguas
eslavas, sobre a utilizagdo do quefir no tratmento de doencas pancredticas,
pneumonia, bronquite e tuberculose, dentre outras (Schneedorf & Anfiteatro,
2004).

Na atualidade, o quefir tem merecido indicagdes cientificas nos mais

variados enfoques, desde a nutricdo e a dietoterapia, até mesmo o seu emprego
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com resultados significativos na oncologia comparada. Vdrios estudos
investigaram os efeitos imunomodulatérios (Vinderola et al., 2004),
antiinflamatérios (Rodrigues et al., 2005; Lee et al., 2007), cicatrizantes
(Rodrigues et al., 2004), antialérgicos (Lee et al., 2007), antitumorais (Cevikbas
et al., 1994; Furukawa et al., 1990; LeBlanc et al., 2006), antimicrobianos
(Santos et al., 2003; Rodrigues et al., 2004), antineoplésticos e pré-digestivos
(Saloff-Coaste, 1996) do Kefir.

Os microrganismos presentes na bebida quefir processam o leite e
tornam os nutrientes mais acessiveis ao organismo. De acordo com Otles &
Cagindi (2003), o quefir possibilita que pessoas com problemas de ma-absor¢ao
da lactose consumam o leite, o qual é modificado e processado pelos
microrganismos. O produto também € conhecido por afetar beneficamente o
trato intestinal, sendo considerado uma mistura probidtica (Urdaneta et al.,
2007). Estudando o metabolismo de individuos intolerantes a lactose, Alm
(1982) observou redugdo de 30% no teor de lactose, presente em quefir
fermentado por 11 dias e recomendou o seu consumo por aqueles pacientes.

Além de uma melhoria no metabolismo de carboidratos, para os
consumidores, o consumo da bebida quefir também estd associado a um
aumento na protedlise digestéria (Vass et al., 1984). Em estudo com ratos
Wistar, Vass et al. (1984) identificaram uma melhor digestibilidade de produtos
a base de proteinas com dieta suplementada com iogurte e quefir, com
conseqiiente aumento de massa corporal, por grama de proteina consumida pelos
animais. Nesse sentido, Sintsova (1991) também encontrou correlacdo direta
entre a administracao oral de quefir em pacientes com obesidade alimentar e o
aumento da protedlise intragdstrica. Urdaneta et al. (2007) realizaram um estudo
com 20 fémeas de ratos Wistar recebendo a alimentacdo suplementada com
quefir. Os resultados mostraram que a dieta pode beneficiar a digestdao de

proteinas, devido ao aumento da atividade intestinal. Além disso, a dieta
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apresentou relagdo direta com a reducdo do indice glicémico dos organismos
examinados.

O quefir também tem sido utilizado como barreira patogénica nas mais
diversas formas de infeccdo bacteriana. Orlova et al. (1980) avaliaram o efeito
de dietas suplementadas com quefir em formulagdes comerciais de dois grupos
(Robolact e Linolact), na Hungria. Os autores verificaram significativa redugao
de infec¢des intestinais agudas em criangas daquele pais, quando comparada a
nutricdo convencional. Os autores identificaram, ainda, uma diferenca
composicional relevante na microbiota presente em ambos 0s grupos.

O primeiro estudo in vitro sobre as propriedades antimicrobianas de
diferentes linhagens de Lactobacillus spp. isoladas do quefir foi realizado por
Santos e colaboradores (2003). Os autores verificaram que as melhores
propriedades probidticas foram observadas em Lactobacillus acidophillus CYC
10051 e Lactobacillus kefiranofaciens CYC 10058.

Efeitos imunomodulatérios também estdo associados ao consumo de
quefir, embora em ensaios murinos e, as vezes, dependentes da idade do animal.
Vinderola et al. (2004) determinaram a capacidade imunomodulatéria de quefir
da resposta imune na mucosa intestinal de ratos e para averiguar a importancia
da dosagem e viabilidade celular nesta resposta. LeBlanc et al. (2006)
observaram que quefir possui vérias substancias, ndo especificadas, que podem
exercer efeitos benéficos no sistema imune e prevenir certos tipos de cancer. Os
autores citam como exemplo a resposta imune em tumores localizados em
glandulas mamadrias.

Pouco € conhecido sobre as propriedades antiinflamatérias do quefir.
Estudos prévios t€ém demonstrado que ele tem efeitos antiinflamatdrios in vitro
(DeSimone et al., 1986). Lee et al. (2007) demonstraram, in vivo, efeitos

antiinflamatorios e antialérgicos em ratos asmaticos.
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Atividade cicatrizante de quefir foi verificada usando-se uma pomada a
base de quefir, em ratos albinos com ferida dorsal infectada por Staphylococcus
aureus. A cicatrizacdo foi mais bem observada nos animais tratados com a
formulagdo com quefir (70%), em relacdo ao grupo controle tratado com
pomada comercial aa base de neomicina-clostebol (Rodrigues et al., 2004).

Nao foram encontrados relatos cientificos sobre a terapéutica de quefir

de agtcar mascavo.

2.5 Processo de producio e preservacao na estocagem do quefir

Diversos sao os meios e os substratos de preparo da bebida fermentada
pelos graos de quefir nos paises do Ocidente, devido a extensa variabilidade de
cultivo caseiro dos grdos. Indmeras sdo as receitas criadas para o consumo do
produto, variando desde o cultivo em solugdo acucarada ou leite a fermentagio
de sucos de frutas ou em mistura de sucos de frutas com leite. Ha, ainda,
informacdes sobre a producdo de quefir a partir de leite de ovelhas, cabras,
bifalas e leite de soja (Kuo & Lin, 1999). O cultivo também ocorre a
temperatura ambiente até a de refrigeracdo, de um metabolismo fermentativo de
10 as 72 horas ou mais, do simples preparo doméstico até processos industriais
de fermentagdo (Schneedorf & Anfiteatro, 2004).

A maneira mais simples de se conduzir o preparo da bebida quefir é
permitir uma fermentacdo dos grdos em &4gua agucarada (aglicar comum,
cristalizado, mascavo) (Schneedorf & Anfiteatro, 2004) ou leite (vaca, cabra,
desnatado, pasteurizado, baixa gordura, UHT, arroz ou soja). A quantidade de
graos para o cultivo pode variar de 2% a 10% de peso final (Otles & Cagindi,
2003). Os graos sdao pesados e inoculados no substrato. A fermentagdo pode
ocorrer de 4 a 8 horas em temperatura ambiente, seguidas de 10 a 18 horas sob
refrigeracdo (Schneedorf & Anfiteatro, 2004), podendo, ainda, ocorrer

fermentagdo sob temperatura controlada de 20° a 25°C, por 18 a 24 horas (Otles

20



& Cagindi, 2003). Posteriormente ao periodo de fermentacdo, os graos sio
coados, lavados e inoculados em novo substrato. A bebida fermentada quefir é
consumida apds a retirada do indculo (grios), posterior ao periodo de
fermentagdo. A bebida pronta € constituida de microrganismos vidveis e
compostos quimicos, resultantes do processo de fermentacao.

Quanto ao procedimento de cultivo do quefir, este pode se realizar em
banho estético (sem troca do volume sob fermentagao) ou continuo (substituicdo
periddica do substrato de cultivo em intervalos de 24 a 48 horas) (Schneedorf &
Anfiteatro, 2004). Considerando que o comportamento do quefir pode variar sob
um grande nimero de parametros, causando dificuldade para a padronizag¢do do
produto, a industria tem se esforcado em direcdo a produgdo de bebida quefir, a
partir de linhagens puras de microrganismos, bem como de graos liofilizados
(Weis & Burgbacher, 1986). Witthuhn et al. (2004c) mostraram que a
liofilizagdo dos grdos de quefir resultou na redugdo do niimero microbiano, bem
como do niimero de espécies microbianas, comparado aos graos que ndo foram
liofilizados. A liofilizacdo causou um impacto na comunidade microbiana dos
grdos de quefir.

Contudo, os processos que partem da utilizacdo de linhagens puras de
microrganismos e ou graos liofilizados, ainda possuem resultados pouco
significativos. A fermentagdo a partir de grios inicializadores, cultivados
continuamente, refrigerados ou congelados, ainda é a melhor opgao para a
preparagdo da bebida quefir (Hayes, 1990). A conservacdo em 4°C (Otles &
Cagindi, 2003; Witthuhn et al., 2004b) ou mesmo o congelamento a -20°C
(Garrote et al., 1997; Witthuhn et al., 2004b) ou -80°C (Garrote et al., 1997)
permitem uma estabilizacdo metabdlica que pode ser recuperada apds alguns
meses de reativagdo da cultura.

No Brasil, as bebidas quefir de leite e actiicar mascavo sdo produzidas

apenas de forma doméstica. Portanto, ndo hd conhecimento microbiolégico e
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quimico dessas bebidas. Dessa forma, o presente estudo é importante por ser o
primeiro relato cientifico das bebidas quefir de leite e agicar mascavo

consumidas no Brasil.
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CAPITULO 1

Caracterizacao microbioldgica e quimica da bebida quefir

de leite

30



RESUMO

MAGALHAES, Karina Teixeira. Caracterizacio microbiolégica e quimica da
bebida quefir de leite. In: . Caracterizag¢@o microbioldgica e quimica da
bebida quefir de leite e acticar mascavo. 2008. Cap.1l, p.30-67. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

Quefir é uma bebida fermentada produzida pela adi¢do dos graos de
quefir no leite. Os grdos sdo compostos por uma associagdo simbidntica de
leveduras e bactérias. A bebida quefir é popularmente consumida no Brasil. O
estudo objetivou caracterizar e identificar a populagdo microbiana presente na
bebida quefir de leite e caracterizar quimicamente o produto. Um inéculo de
10% de graos de quefir foi adicionado em leite integral pasteurizado (marca Ipé,
produzido pela Cooperativa Agricola Alto Rio Grande Ltda., em Lavras, MG,
Brasil), para 24 horas de fermentagdo aerébica, com temperatura de 25°C. Um
total de 359 isolados microbianos foi identificado, os quais se dividiram em
bactérias Gram-positivas (67,8%), bactérias Gram-negativas (3,6%) e leveduras
(28,6%). O género Lactobacillus foi o mais freqiiente (81%) durante todo o
periodo de fermentacdo. Além dos Lactobacillus, outras bactérias laticas foram
enontradas. Dentre elas, espécies dos géneros Leuconostoc e Lactococcus. As
bactérias gram-negativas identificadas eram representadas por espécies dos
géneros Serratia e Klebsiela. Os isolados de leveduras foram identificados em
espécies dos géneros Candida, Kluyveromyces, Torulaspora, Pichia e
Saccharomyces. A espécie bacteriana dominante foi Lactobacillus fermentum e
Candida kunwiensis foi a espécie de levedura dominante, durante as 24 horas de
fermentagdo. Os grios de quefir foram observados utilizando-se a microscopia
eletronica de varredura, que indicou maior colonizacdo de bactérias e leveduras
na superficie externa dos grdos. Os grupos de microrganismos identificados
realizaram trés tipos de fermentagdo durante o processo: litica, alcodlica e
acética. O pH diminuiu nas 24 horas de fermentacdo. O conteido de proteina e
de ferro aumentou e o de lactose diminuiu. O contetido de etanol apresentou um
ligeiro aumento, o 4cido acético aumentou paulatinamente e o 4cido latico
apresentou maxima concentracdo de 17,4 mg/mL, em 24 horas de fermentacao.
Tanto o crescimento microbiano como as atividades quimicas durante o processo
de fermentagdo ocorreram de forma similar.

*Comité Orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Dra. Patricia
Gomes Cardoso — UFLA
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ABSTRACT

MAGALHAES, Karina Teixeira. Microbiological and chemical
characterization of milk Kefir beverage. In: . Microbiological and
chemical characterization of milk and brown sugar Kefir beverage. 2008. Cap.1,
p-30-67. Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, - Lavras — MG - Brazil.

Kefir is a fermented beverage produced by adding Kefir grains to milk.
The grains consist of a symbiotic association of yeasts and bacteria. The Kefir
beverage is commonly consumed in Brazil. The objective of the study was to
characterize and identify the microbial population present in the milk Kefir
beverage and characterize the product chemically. A 10% inoculum of Kefir
grains was added to whole pasteurized milk (IPE - Alto Rio Grande Agricultural
Cooperative LTDA — Lavras, MG, Brazil) for 24 aerobic fermentation at 25°C.
A total of 359 microbial isolates were identified. The isolates were divided into
Gram positive bacteria (67.8%), Gram negative bacteria (3.6%) and yeasts
(28.6%). The Lactobacillus genus was the most frequent (81%) throughout the
fermentation period. Other lactic bacteria were found in addition to the
Lactobacillus, including species of the Leuconostoc and Lactococcus genera.
The Gram negative bacteria identified were represented by species of the
Serratia and Klebsiela genera. The yeast isolates were identified in species of
the Candida, Kluyveromyces, Torulaspora, Pichia and Saccharomyces genera.
The dominant bacterial species was Lactobacillus fermentum and Candida
kunwiensis was the dominant yeast species during the 24 hours of fermentation.
The Kefir grains were observed by Electronic Scanning Microscopy that
indicated a greater colonization of bacteria and yeasts on the external surface of
the grains. The microorganism groups identified carried out three types of
fermentation during the process: lactic, alcoholic and acetic. The pH decreased
in the 24 hours of fermentation. The protein and iron contents increased but
lactose decreased. The ethanol contents presented a slight increase, acetic acid
increased slightly and lactic acid presented a maximum concentration of 17.4
mg/mL in 24 hours fermentation. Microbial growth and the chemical activities
during the fermentation process occurred in a similar way.

*Guidance Comitee: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor), Dra.
Patricia Gomes Cardoso — UFLA
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1 INTRODUCAO

Quefir é uma bebida de leite fermentado cuja origem estd nas montanhas
caucasianas (Garrote et al., 1997; Pintado et al., 1996; Rodrigues et al., 2005).
No Cducaso, ela € primariamente produzida por leite de ovelhas, considerando
que, na Europa, esta producdo na escala comercial é basicamente limitada para
leite de vaca (Irigoyen et al., 2005). A bebida quefir é tradicionalmente
consumida e muitas propriedades sauddveis tém sido propostas (Otles &
Cagindi, 2003).

Efeitos benéficos do consumo da bebida quefir tém sido atribuidos a sua
microbiota e aos seus produtos metabélicos (Medrano et al., 2008). O consumo
dessa bebida tem sido associado a melhoria da digestdo da lactose (Hertzler &
Clancy, 2003). Além disso, efeitos antimicrobianos (Santos et al., 2003;
Rodrigues et al.,, 2004), imunomodulatérios (Vinderola et al., 2004),
antiinflamatérios (Rodrigues et al., 2005; Lee et al., 2007), cicatrizantes
(Rodrigues et al., 2004) e antialérgicos (Lee et al., 2007) também tém sido
informados.

A bebida quefir é um produto da fermentacdo do leite inoculado com
grdos de quefir. Estes grios sdo irregulares, gelatinosos e variam de tamanho de
3 a 35mm em didmetro (Guzel-Seydim et al., 2005); contém bactérias dcido
laticas (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc), bactérias acido acéticas e
leveduras que vivem simbionticamente em uma complexa matriz de
polissacarideos e proteinas (Cheirsilp et al., 2002; Cheirsilp et al., 2003; Rimada
& Abraham, 2006; Medrano et al., 2008). Leveduras sdo importantes na
fermentagdo do quefir para a produgdo de etanol e diéxido de carbono (Irigoyen
et al., 2005). Os grdos, usualmente, cont€m leveduras que fermentam lactose
(Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Torula kefir), bem como as

que nao fermentam lactose (Saccharomyces cerevisiae) (Irigoyen et al., 2005). O
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principal polissacarideo é o quefiran, que contém quantidades aproximadamente
iguais de glicose e galactose (Cheirsilp et al., 2002; Cheirsilp et al., 2003;
Rimada & Abraham, 2006; Medrano et al., 2008). Vérias espécies de
Lactobacillus homo e heterofermentativos, incluindo Lactobacillus
kefironofaciens, Lactobacillus kefir (Irigoyen et al., 2005) e Lactobacillus brevis
(Kooiman 1968), produzem este polissacarideo.

A composi¢do quimica da bebida quefir € varidvel e depende de fatores,
tais como o contetido de gordura do leite ou o processo tecnoldgico de producao
(Irigoyen et al., 2005). A maior producdo formada durante a fermentagdo é de
dcido latico, acetaldeido, acetoina, diacetil, etanol e CO, (Guzel-Seydim et al.,
2000). Além disso, durante a fermentagado, € possivel observar um aumento nos
teores de vitamina B, B,, célcio, aminodcidos e vitamina K (Otles & Cagindi,
2003). A bebida Kefir pode ser produzida com qualquer tipo de leite (vaca,
cabra, ovelha, camela, bufala) (Irigoyen et al., 2005) e possui as seguintes
caracteristicas: pH abaixo de 4,0, teor alcodlico entre 0,5% a 2% e conteddo de
gordura dependendo do tipo de leite (Irigoyen et al., 2005).

Os microrganismos presentes nos graos de quefir, a composi¢do quimica
do leite utilizado e a tecnologia de producdo sdo fatores que influenciam na
comunidade microbioldgica, nas caracteristicas fisicoquimicas e sensoriais da
bebida quefir, durante o processo de fermentacdo (Irigoyen et al., 2005).

No Brasil, a bebida quefir de leite somente é produzida em ambito
doméstico, ndo havendo conhecimento da constituigdo microbioldgica e
quimica. Este estudo objetivou identificar a populagdo microbiana presente nesta
bebida e realizar a sua caracterizagdo quimica. A importincia do presente
trabalho estd em ser o primeiro relato cientifico da constitui¢do microbioldgica e

quimica da bebida quefir de leite consumida no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem dos graos

Os graos de quefir para o preparo do inéculo foram obtidos do uso
doméstico destes graos, para producdo da bebida quefir. Os graos foram
provenientes de cultivos em leite, de domicilios da cidade de Lavras, MG,
Brasil. O in6culo (graos) foi adaptado ao novo substrato (leite integral
pasteurizado Ipé, produzido pela Cooperativa Agricola Alto Rio Grande Ltda.,
em Lavras, MG, Brasil), por sete dias, na propor¢cdo de 10% de indculo. Trocas

diarias do substrato foram realizadas.

2.2 Fermentacao do quefir

Os graos (250g) utilizados foram lavados em &dgua mineral estéril e
posteriormente transferidos assepticamente para Erlenmeyers contendo 2.250mL
do leite integral pasteurizado. Os Erlenmeyers contendo os graos de quefir foram
incubados aerobicamente, a temperatura de 25°C, sem agitacdo, pelo periodo de
24 horas. Para cada amostra, foram coletados 30 mL do substrato fermentado,
para andlises microbioldgicas e quimicas. As coletas foram feitas em intervalos
de 6 horas, a partir da adi¢do do indculo (grdos) no substrato. De cada tempo,

foram coletadas trés amostras de um mesmo Erlenmeyer.

2.3 Enumeraciao de bactérias mesofilas, acetobactérias, bactérias acidas
laticas (BAL) e leveduras

Para a determinacdo da contagem total de bactérias e leveduras foi
utilizada uma aliquota de 100 pL de cada dilui¢do em triplicata que, em seguida,
foi espalhada com Alca de Drigalsky, utilizando-se a técnica de plaqueamento

por superficie.
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A enumeracdo de microrganismo foi caracterizada utilizando-se sete
diferentes meios de cultura: agar nutriente (AN) (g/litro extrato de carne
(Merck - Brasil), 3,0g; peptona (Himedia), 5,0g; dgar (Merck - Brasil), 12g e
dgua destilada acrescida de 400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St. Louis,
USA) para a contagem de bactérias meséfilas; MRS (OXOID Brasil Ltda.)
(em g. L' peptona 10,0; extrato de carne 8,0; extrato de levedura, 4,0; glicose,
20,0; monooleato de sorbitano (Tween 80), 1,0; K,HPOy,, 2,0; acetato de sddio,
3,0; citrato de amdnia, 2,0; sulfato de magnésio, 0,01; sulfato de manganés,
0,036, acrescido de 400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para a
contagem de Lactobacillus; M17 (OXOID Brasil Ltda) (g/litro peptona
balanceada, 5g; peptona de soja, 5g; extrato de levedura, 2,5g; extrato de carne,
5g; lactose, 5g; glicerolfosfato de sddio, 19g; sulfato de magnésio, 0,25g; dcido
ascorbico, 0,5g; agar 15g); acrescido de 400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St.
Louis, USA) e pH 7,1 para a contagem de Lactococcus; meio 254 (DSMZ)
(g/litro extrato de malte, 15g; extrato de levedura, 5g; agar, 15g; 60mL de
etanol) acrescido de 400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para
a contagem de Acetobacter; meio Edwards (modified) (EM) (OXOID Brasil
Ltda.) acrescido de 400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para a
contagem de Streptococcus; meio LUSM (Benkerroum et al., 1993) acrescido de
400 mg/1000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para a contagem de
Leuconostoc e (YEPG) (1% extrato de levedura (Merck - Brasil); 1% peptona
Himedia); 1,3% éagar (Merck - Brasil); 2% de glicose (Merck Brasil)), acrescido
de 100 mg/1000mL de cloranfenicol (Sigma, St. Louis, USA) para a contagem
de leveduras.

Foram feitas diluicdes seriadas de base 10 para o plaqueamento nos
referidos meios de cultivo, com as seguintes dilui¢des: 103, 104, 105, 106, 107,
10% e 109, para os meios MRS, 4gar nutriente, M17, meio 254, Edwards
(modified) e LUSM. Para o meio YEPG, as dilui¢des utilizadas foram 103, 104,
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10%, 10%e 10". As diluigdes e os plaqueamentos foram feitos em cAmara de fluxo
laminar e as placas incubadas em BOD, a 28°C, durante 48 horas, para

crescimento bacteriano e 5 dias, para crescimento de leveduras.

2.4 Identificacdo microbiana

Apéds o periodo de incubacdo, as coldnias crescidas nas placas foram
classificadas de acordo com as caracteristicas e as estruturas morfoldgicas,
buscando caracterizar os diferentes morfotipos crescidos nos meios de cultivo.
Foi realizada contagem total dos morfotipos encontrados, identificando o tipo de
meio cultivado, a amostra, a dilui¢do e a triplicata. A partir da contagem total,
foi escolhida, para morfologia de colonia, uma placa de cada meio e dilui¢do,
cuja contagem se encontrasse entre 30 e 300 coldnias. O nimero de isolados que
foram selecionados para identificagdo, foi determinado pelo cédlculo da raiz
quadrada do nimero total de isolados, contados conforme mencionado no
Bacteriological Manual for Foods (Food Drugs Administration, FDA, 1972). Os
isolados foram purificados por meio de sucessivas repicagens e as leveduras
separadas de bactérias por meio de exame microscopico. Para certificagdo da
pureza das bactérias, foram realizados testes pela técnica de coloracdo
diferencial de Gram, descrita em Madigan et al. (2004) e Pelczar et al. (1996).

As bactérias Gram-negativas foram identificadas usando Kits Bac-Tray I
e II (Difco United States of America).

As bactérias Gram-positivas foram submetidas a realizacdo de testes
especificos: catalase, motilidade, oxidase e produgdo de 4cido e gés a partir da
glicose. As interpretacdes dos resultados e das provas bioquimicas para a
identificacdo dos isolados seguiram instrugdes do “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” (Holt et al., 1994), “The Prokaryotes” (Hammes et
al., 1991). Os Lactobacillus foram agrupados de acordo com as caracteristicas

fisiol6gicas (heterofermentativos obrigatdrios, homofermentativos obrigatdrios,
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heterofermentativos facultativos). As principais provas utilizadas foram:
crescimento a 15°C, producdo de NH; a partir da arginina e fermentagdo de
fontes de carbono [(Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA) arabinose,
celobiose, esculina, galactose, maltose, manose, melezitose, melibiose, rafinose,
ribose, sacarose, trealose e xilose]. Uma vez agrupados, a identificagdo dos
microrganismos foi realizada por meio do sistema API S0CHL (BioMérieux
Brasil SA).

A caracterizagdo dos isolados de leveduras foi realizada usando testes
convencionais descritos por Kurtzman et al. (2003) e Barnett et al. (2000). Os
testes incluiam habilidade para fermentar agicares, assimilagdo de compostos de
nitrogénio, teste de Diazonium blue B (DBB), producdo de 4cido acético e
crescimento em diferentes temperaturas. A habilidade das leveduras em
fermentar acucares foi detectada por exame das culturas para a produgdo de gis
CO,. A solugio filtro-esterilizado dos agucares a 6% [2mL; glicose, galactose,
sacarose, maltose, lactose, melizitose, celobiose, D-xilose, metil a-D-glucosideo
e Rafinose (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA)] foi assepticamente
misturada com caldo extrato de levedura a 2% (4mL), em tubos contendo um
tubo de Durham invertido. A suspensdo de células de levedura (0,2mL) também
foi adicionada nos tubos e, posteriormente, incubada a 25°C. Observagdes foram
feitas em intervalos de 7 a 21 dias.

Como num sistema de “carimbo”, as colonias foram inoculadas em
placas contendo os meios para testes de assimilagdo de carboidratos [(Sigma
Chemical Co., St Louis, Mo, USA) (glicose, galactose, sacarose, maltose,
celobiose, trealose, lactose, melibiose, rafinose, melizitose, sorbose, inulina,
amido soluvel, xilose, L e D arabinose, D-ribose, L-ramnose, glicerol, eritritol,
ribitol, galactitol, manitol, glucitol, salicina, L-K-d-glucanal, succinato de sédio,
citrato de sddio, inositol, metanol, etanol)] e nitrogénio [(Sigma) (nitrato e

nitrito de sédio, lisina, etilamina, glucosamina)], resisténcia a cicloheximida
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(Sigma) (0,01% e 0,1%), crescimento em meio sem vitamina e teste de
osmolaridade (50% e 60% de glicose, e 10% e 16% de NaCl (Merck - Brasil)).
Para o teste de producdo de 4cido acético, uma pequena por¢do do indculo de
leveduras foi repicada em placas de YEPG (1% extrato de levedura (Merck -
Brasil), 1% peptona (Himedia), 1,3% agar (Merck), 2% de glicose (Merck -
Brasil)) com 0,5% CaCO; (Merck - Brasil). A producgdo de 4cido acético foi
observada com a formagao de zonas claras ao redor da cultura. O crescimento de
leveduras a diferentes temperaturas foi testado por repicagem da cultura em
placas de YEPG (1% extrato de levedura (Merck - Brasil), 1% peptona
(Himedia), 1,3% dgar (Merck - Brasil), 2% de glicose (Merck - Brasil)) e
incubacdo, por 5 dias, em diferentes temperaturas: 25°C, 30°C, 37°C, 42°C e
45°C.

2.5 Observacao dos graos de quefir usando Microscopia Eletronica de
Varredura (MEYV)

Os graos de quefir foram observados em Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV). As amostras foram coletadas para a visualizacdo das
superficies externas e internas dos grdos. Utilizaram-se dois graos de quefir
cultivados por 24 horas, a 25°C, em leite integral pasteurizado Ipé.

Posteriormente as coletas das amostras, os grdos foram imersos em
solugdo fixativa (Karnovisks modificada), pH 7,2, por 24 horas. Depois, uma
das amostras foi transferida para glicerol 30%, por 30 minutos e imersa em
nitrogénio liquido para posterior fratura em superficie metdlica resfriada também
por nitrogénio liquido. Ambas as amostras foram pds-fixadas em tetroxido de
6smio 1%, desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%)
por trés vezes e secas em mdquina de ponto critico (Bal-tec CPD 030). Foram

montados os stubs e cobertos com ouro no metalizador (Bal-tec SDC 050). Ao

39



final deste procedimento, os stubs foram examinados em microscépio eletronico
de varredura (Leo EVO 040), 1 no laboratério de Microscopia Eletronica e

Analise Ultra-Estrutural (LME) da UFLA.

2.6 Analises quimicas

O pH foi determinado, na bebida quefir, utilizando-se potencidometro
Micronal modelo B474, segundo técnica estabelecida pela Association of
Official Analytical Chemist, AOAC (1995). A acidez titulavel foi
determinada por titulometria com solu¢do de Dornic, utilizando-se como
indicador a fenolftaleina e o resultado expresso em graus Dornic (°D). A
determinacdo de proteina bruta foi calculada em funcdo da concentracdo de
nitrogénio total pelo método Kjeldahl e os contetidos de gordura, vitamina C
(acido ascoébico), cinza, ferro, umidade e matéria seca foram determinados
segundo normas da AOAC (1995). O teor de célcio nas amostras também foi
determinado segundo AOAC (1995), por espectrofotometria de absorcdo
atdmica, em equipamento Varian, modelo Spectra-A 100-200 (110 V), com
faixa de comprimento de onda de 185 a 900 mm, selecdo de comprimento de
onda e fenda automatizadas, utilizando-se uma lampada de 10 mA, combustivel
acetileno, meio suporte 6xido nitroso e estequiometria de chama reduzida, com
cone vermelho de 1-1,5 cm de altura. O comprimento de onda utilizado na
determinacdo foi de 422,7 nm. Etanol, dcidos organicos (latico e acético) e
carboidrato (lactose) foram analisados no periodo de 24 horas de fermentacio.

Amostras foram coletadas em intervalos de 6 horas, desde a adi¢ao do
indculo (grdos) ao substrato. As amostras do fermentado foram primeiramente
desengorduradas com hexano. A uma aliquota de 0.5 mL de amostra
adicionaram-se 0,5 mL de hexano, levando-se ao vortex por 30 segundos e,
posteriormente, ao repouso. A camada hexanica foi retirada e desprezada. A

camada aquosa foi centrifugada e o sobrenadante filtrado em membrana de 0,45
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um. Para andlise do carboidrato (lactose), foram injetados 20 pL no
cromatédgrafo liquido Shimadzu, equipado com detetor, por indice de refracao.
Coluna: Microsorb 100-5 amino 250 x 4,6 mm (Varian). Fase movel:
acetonitrila/dgua (60:40). Fluxo: 1,2 mL/min. Para as andlises dos dacidos
organicos e etanol (padronizacdo interna), foram utilizadas as mesmas amostras,
tendo apenas sido adicionados 100pL de uma solucdo aquosa do padrado interno
(butanol 1,38 mg/mL) a 400 pL das amostras. Foram injetados 2 pl. no
cromatdgrafo a gias Varian GP-3380. Coluna: HP-FFAP 25 m x 0,25 mm
(Agilent). Programacdo de temperatura na coluna 70°C, 0 min, 10°C/min,
140°C, 0 min, 15°C/min, 240°C. Injetor: 260°C. Split: 1/100. Detector de

ionizac¢do de chamas: 260°C.

41



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Enumeracao microbiana

A populagdo microbiana (log;, ufc/mL) da bebida fermentada quefir foi
observada durante as 24 horas de fermentacdo dos grdos em leite integral
pasteurizado (Tabela 1). Todos os géneros microbianos mostraram crescente
aumento populacional durante o periodo de 24 horas de fermentacdo. Os valores
variaram entre um minimo de 3,51 log;y ufc/mL e um mdaximo de 6,72 log;o
ufc/mL no tempo O de fermentagdao. Apds 24 horas de fermentacdo, os valores
variaram entre um minimo de 7,21 log;q ufc/mL e um maximo de 12,41 log;o
ufc/mL. O substrato sem conter o indculo apresentou crescimento de espécies do
género Lactobacillus.

A populacio microbiana, durante um periodo de 22 horas de
fermentacdo dos grdaos de quefir em leite pasteurizado, também mostrou
aumento populacional durante a fermentacdo em estudos realizados por Guzel-
Seydim et al. (2005). Witthuhn et al. (2004b) relataram que a populacdo
microbiana, de 3 a 30 dias de cultivo, ndo mostrou aumento durante todo o

periodo de cultivo dos graos de quefir.
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TABELA 1 Enumeracio (log;o ufc/mL) microbiana durante o periodo de fermentacdo da bebida quefir de leite

Tempo de fermentacdo (h)

Grupo preditivo de microrganismos SSI TO T6 T12 T18 T24
Streptococcus *ND 3,51+0,01 4,11+0,03 4,42+0,08 4,61+0,07 7,54+0,01
Bactérias mesofilas *ND 5,81£0,01 6,51+0,01 6,91£0,02 7,12+0,02  7,34+0,04
Leuconostoc *ND 6,72+0,01  6,04+£0,02 7,51+0,01 7,62+0,01 10,41+0,02
Acetobacter *ND 5,9240,01 6,13+0,01 6,63+0,01 7,33+0,01  7,72+0,01
Lactobacillus 5,31£0,04 6,31£0,02 6,14+0,01 6,52+0,01 7,43+0,01 12,41+0,03
Lactococcus *ND 6,13+0,01 6,21£0,02 6,42+0,01 6,63+0,01 7,21+0,02
Leveduras *ND 6,21+0,01 6,7240,01 7,32+0,01 7,43+0,01 8,11+0,03

SSI = Substrato sem indculo, *ND = Nio detectado
Os dados sdo médias de trés replicatas + desvio padrio



3.2 Identificacao dos isolados microbianos

Os isolados identificados na bebida fermentada quefir de leite estdo
listados na Tabela 2. Os géneros de bactérias identificados incluem
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Klebsiela e Serratia; os géneros de
leveduras incluem Kluyveromyces, Torulaspora, Saccharomyces, Candida e
Pichia. Lactobacillus estiveram presentes em todos os tempos de fermentacio
analisados, indicando ser um grupo de importancia para a producdo do quefir.
Os géneros de bactérias (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc) e os géneros
de leveduras (Kluyveromyces, Torulaspora, Saccharomyces, Candida e Pichia)
tiveram prévia informacgdo como sendo pertencentes a bebida fermentada quefir
de leite (Lee et al., 2007; Lappe et al., 1992; Angulo et al., 1993). Porém, os
géneros bacterianos Klebsiela e Serratia foram identificados, pela primeira vez,
na bebida fermentada quefir de leite.

A bebida examinada neste estudo ndo mostrou presenca de bactérias
4cido acéticas (BAA), como relatado por Koroleva (1988). Witthuhn et al.
(2004b), em seus estudos, também ndo encontraram BAA na bebida quefir de
leite. BAA s@o consideradas como contaminantes por alguns pesquisadores
(Angulo et al., 1993).

Um total de 359 isolados microbianos foi identificado na bebida quefir
de leite (Tabela 2). Os isolados se dividiram em bactérias Gram-positivas
(67,8%), bactérias Gram-negativas (3,6%) e leveduras (28,6%). O género
Lactobacillus foi o mais freqiiente (81%) durante todo o periodo de fermentacao
e incluiu as espécies Lactobacillus fermentum (103 isolados), Lactobacillus
paracasei ssp paracasei 1 (45 isolados), Lactobacillus brevis 3 (17 isolados),
Lactobacillus brevis 1 (15 isolados) Lactobacillus fructivorans (11 isolados),
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2 (4 isolados), Lactobacillus paracasei
ssp paracasei 3 (2 isolados). O substrato sem adicdo de indculo somente

apresentou crescimento da espécie Lactobacillus brevis 1 (12 isolados). A
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espécie Lactobacillus brevis 1 permaneceu na bebida quefir durante o periodo de
fermentacao.

Segundo Kooiman (1968), a presencga de Lactobacillus brevis na bebida
fermentada quefir é de grande importancia. Segundo seus estudos, a espécie € a
principal responsavel pela producdo do polissacarideo quefiram.

Além dos Lactobacillus, outras bactérias laticas foram achadas. Dentre
elas, Leuconostoc Lactis (21 isolados), Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris
(4 isolados) e Lactococcus lactis ssp lactis 1 (3 isolados). Muitos pesquisadores
tém estudado a composicao da microbiota presente na bebida quefir, que contém
bactérias ldticas pertencentes a uma diversidade de espécies e g€neros que
também incluem Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc (Assadi et al., 2000;
Santos et al., 2003; Yiiksekdag et al., 2004; Witthuhn et al., 2004b; Witthuhn et
al., 2004a). Por haver predominancia de bactérias laticas na bebida fermentada,
pode-se dizer que se trata de uma fermentacdo, em que o principal produto
formado € o 4cido litico (Otles & Cagindi, 2003). Este 4cido contribui com as
caracteristicas organolépticas da bebida (Otles & Cagindi, 2003).

Serratia plymuthica (6 isolados) foi detectada durante as primeiras 12
horas de fermentacdo. Esta espécie Gram-negativa foi detectada em bebida
fermentada indigena (cauim) (Almeida et al., 2007). Klebsiela ozaenae (3
isolados) também foi achada na bebida fermentada quefir, no periodo inicial da
fermentagdo. Esta espécie foi achada em amostras de 4gua, em estudos
realizados por Tomas et al. (1986). Serratia plymuthica e Klebsiela ozaenae sdo
comumente encontradas no ambiente e, portanto, sua presenga na bebida quefir
pode ser explicada pela manipulacdo dos graos. Nao foram encontrados dados na
literatura sobre os aspectos clinicos e ambientais de ambas as espécies
identificadas. O ndo crescimento das espécies Serratia plymuthica e Klebsiela
ozaenae, ap6s 12 horas de fermentacdo, pode ser devido ao aumento da acidez

da bebida, pela presenca de dcidos, como o latico e ou o acético, produzidos por
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alguns microrganismos. O aumento da acidez em bebidas fermentadas pode
inibir o crescimento de algumas espécies microbianas (Rubio et al., 1993).
Serratia plymuthica e Klebsiela ozaenae ndo foram descritas anteriormente
como presentes na microbiota da bebida quefir de leite.

Os isolados de leveduras foram identificados como Candida kunwiensis
(34), Kluyveromyces marxianus (28), Kluyveromyces lactis var. lactis (23),
Torulaspora delbrueckii (14), Pichia guilliermondii (9), Saccharomyces
cerevisiae (4). As espécies de leveduras Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis var. lactis, Torulaspora delbrueckii, Pichia guilliermondii
e Saccharomyces cerevisiae foram previamente identificadas como pertencentes
a bebida fermentada quefir, por alguns autores, em andlises de grios de quefir
cultivados em leite (Lappe et al., 1992; Angulo et al., 1993; Lin & Kuo, 1999;
Lee et al., 2007). Porém, a espécie predominante, Candida kunwiensi, nao foi
anteriormente encontrada em bebida fermentada quefir de leite. Candida
kunwiensis ¢ comumente encontrada no ambiente e foi isolada de amostras de
flores em estudos realizados por Hong et al. (2003). Os autores relatam, ainda,
que a espécie de levedura Candida kunwiensis € associada a vetores, como 0s
insetos e a presenca desta levedura na bebida quefir pode ser devido a presenca

de alguns insetos no local de manipulag¢do dos graos.
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TABELA 2 Identificagdo dos isolados presentes na bebida fermentada quefir de leite

TF (h)

Isolados identificados

Z

SSI  Bactéria Gram-positiva

Lactobacillus brevis 1

Bactéria Gram-positiva

TO

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus brevis 3

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 3
Lactococcus lactis ssp lactis 1

Bactéria Gram-negativa

Klebsiela ozaenae

Levedura

Kluyveromyces lactis var. lactis
Torulaspora delbrueckii
Kluyveromyces marxianus
Candida kunwiensis

Bactéria Gram-positiva

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus brevis 3

T6
Levedura

Pichia guilliermondii
Torulaspora delbrueckii
Kluyveromyces marxianus
Candida kunwiensis

oo =D NN = —wwe 9 35

TF — Tempo de fermentacdo, SSI = substrato sem inéculo, NI = Niimero de isolados.

.. Continua ...
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TABELA 2 cont.

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 11
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 2 4
Bactéria Gram-positiva Lactobacillus fermentum 14
Lactobacillus brevis 1 2
T12 Lactobacillus fructivorans 3
Bactéria Gram-negativa Serratia Plymuthica 6
Saccharomyces cerevisiae 4
Levedura Candida kunwiensis 9
Pichia guilliermondii 3
Lactobacillus fermentum 20
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 6
L . Lactobacillus brevis 1 4
Bactéria Gram-positiva . .
T18 Lactobacillus bre1./ls 3 3
Leuconostoc Lactis 8
Leuconostoc mesenteroides ssp cremoris 4
Levedura Pichia guilliermondii 4
Candida kunwiensis 10
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 21
Lactobacillus fermentum 35
Bactéria Gram-positiva Lactobacillus brevis 1 9
Toa Lactobacillus fructivorans 8
Leuconostoc Lactis 13
Torulaspora delbrueckii 12
Levedura Kluyveromyces marxianus 18
Kluyveromyces lactis var. lactis 22




3.3 Distribuicio da microbiota dos graos do quefir usando Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV)

Com o auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura, a
eletromicrografia dos grdos de quefir cultivados no leite foi realizada
observando-se toda a regido externa e interna dos graos analisados. Trinta e duas
eletromicrografias foram analisadas; nas Figuras 1, 2 e 3 sdo mostradas as
superficies externa e interna dos graos. A olho nu (Figura 1 A), a superficie
externa do grao € lisa e brilhante. Entretanto, observada sob a MEV, a superficie
foi revelada coberta por um aglomerado de microrganismos (Figura 1 B).

Na Figura 2 (A, B, C e D), sdo observadas leveduras e bactérias
juntamente distribuidas na porc¢ao externa dos graos de quefir. A seta da Figura
2A indica uma célula bacteriana em forma de bastonete e as setas da Figura 2 (B
e D) indicam celulas de levedura. Nas amostras fatiadas, a face interna do grao
aparentou-se aspera e irregular (Figura 3 A, C e D). Segundo Guzel-Seydim et
al. (2005), a aparente superficie cheia de irregularidade pode ser o resultado do
procedimento usado na preparagdo dos grdos para microscopia eletronica de
varredura. Bastonetes, leveduras e polissacarideo foram observados, a 3.000,
5.000 e 6.000x, na por¢do externa do grdo (Figura 2 A, B, C e D) O
polissacarideo pode ser devido a presenca de kefiran nos graos de quefir do leite.
Em estudos realizados por Guzel-Seydim et al. (2005), observou-se a presencga
de polissacarideo nas porc¢des externa e interna dos graos.

Dois tipos de bastonetes foram observados na porcao externa do grdo de
quefir (Figura 1B). A seta 1 (Figura 1B) indica um bastonete curto e a seta 2
(Figura 1B), um bastonete longo. Na por¢do interna do grdo, a observacio de
leveduras e bastonetes foi menor, comparada com a por¢do externa (Figura 3 A,
B, C e D). Na por¢ado interna do grido também se observou a presenca de
polissacarideo, indicado pela seta 1 da Figura 3B. Também se observou célula

de levedura na por¢do interna do graor. A seta 2 da Figura 3B e a seta da Figura

49



3D indicam a presenca de células de leveduras. Célula bacteriana foi observada
na por¢do interna do grao, indicada pela seta da Figura 3C.

A composicdo e a distribuicdo microbioldgica nos graos de quefir estao
relacionadas a producdo de dcidos orgédnicos durante a fermentacido. No entanto
a producdo de 4cidos organicos tem relagdo direta com o tipo de substrato, a
temperatura e o método aerébico ou anaerdbico de cultivo dos graos (Guzel-
Seydim et al., 2005). O presente estudo mostrou que a microbiota do quefir é
mais evidente na superficie externa dos graos. Outros pesquisadores, como Toba
et al. (1990), ttm observado que leveduras predominam na parte interna dos
graos de quefir de leite, enquanto a por¢@o externa apresenta, principalmente,
bastonetes e poucas leveduras. Os autores relataram, ainda, uma variedade de
bastonetes (curto, longo e curvado) em toda parte da amostra.

Guzel-Seydim et al. (2005) observaram bastonetes longos e curvados,
principalmente na por¢do interna dos grios de quefir do leite e bastonetes curtos
na porcdo externa. Neste estudo, cocos ndo foram observados em qualquer
porcao destes graos. Guzel-Seydim et al. (2005) também ndo detectaram cocos e
Rea et al. (1996) detectaram cocos em uma de suas amostras de graos de quefir
cultivados em leite. Estes autores afirmam que cocos predominaram na
superficie externa dos graos.

Mesmo ndo havendo visualizagdo de cocos nos graos analisados,
bactérias dos gé€neros Lactococcus e Leuconostoc foram identificadas na bebida
quefir fermentada por estes grdos. Este fato pode ser devido a liberacdo de
células cocos dos graos de quefir para o substrato, durante o periodo de
fermentagdo e, portanto, a ndo visualizagdo de cocos aderidos aos grios
analisados.

Em comparagdo com os microrganismos identificados neste estudo,
pdde-se notar que o niimero de bactérias foi superior ao nimero de leveduras

identificadas na bebida quefir analisada. E a visualizagcdo de eletromicrografias
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de graos de quefir utilizados para produgdo da bebida quefir mostrou que o
nimero de bactérias distribuidas nos grdos também foi superior ao nimero de

leveduras distribuidas neles.
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FIGURA 1 Eletromicrografia de varredura de graos de quefir do leite. A -
Grio de quefir. B — Superficie externa do grao de quefir
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de grios de quefir do leite. A,B,C,D — Superficie externa do grio de quefir
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FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de grdos de quefir do leite. A,B,C,D — Superficie interna do grao de quefir




3.4 Caracterizacdo quimica da bebida fermentada quefir

O valor do pH decresceu durante o periodo de 24 horas de fermentacao
da bebida quefir de leite, com valor inicial de 5,6 e alcancando 3,4 no fim do
processo de fermentacdo (Tablea 3). O pH é um importante fator que pode
fortemente afetar a qualidade do produto, durante o processo de fermentacdo. A
alteracdo nos valores de pH afetou os niveis de diéxido de carbono produzidos
durante a fermentacdo da bebida quefir. Adicionalmente, o tempo de
fermentacdo e os niveis de compostos aromaticos formados foram
significativamente influenciados pelo valor do pH da bebida, refletindo possiveis
variagdes nas caracteristicas sensoriais do produto final (Athanasiadis et al.,
2004). Durante todo o periodo de fermentacdo, foram encontrados diversos
microrganismos produtores de 4cidos orginicos. A presenca destes
microrganismos proporcionou o aumento da acidez titulavel, que alcangou 93°D,
em 24 horas.

O contetido de proteina (Tabela 3) aumentou durante o periodo de 24
horas de fermentacio da bebida. Este resultado pode ser explicado,
principalmente, pelo aumento da biomassa microbiana ocorrida durante o
processo. A acdo metabdlica de alguns microrganismos anaerébios facultativos,
registrados na literatura como fixadores de nitrogénio, como algumas espécies
do género Klebsiella, também pode contribuir para o aumento de proteina no
substrato (Rubio et al., 1993).

O conteddo de gordura da bebida quefir apresentou um decréscimo
durante o periodo de 24 horas de fermentagdo (Tabela 3). Segundo Vujicic et al.
(1992), o decréscimo no nivel de gordura pode ter ocorrido devido a produgao
de lipases, por microrganismos presentes na bebida quefir, durante o processo de
fermentagdo. Irigoyen et al. (2005) ndo encontraram diferengas significativas no

teor de gordura da bebida quefir de leite, fermentada por 24 horas. O tipo de

55



leite utilizado como substrato ou a porcentagem de grdos de quefir inoculados
podem influenciar no conteddo de gordura do produto final.

O teor de célcio ndo apresentou diferenca no periodo de 24 horas de
fermentagdo (Tabela 3). O contetido de ferro aumentou de 0,1% para 2,9%. Isto
pode ser devido a presenga da lactoferrina, proteina do leite que se une ao ferro e
o transporta, aumentando a sua biodisponibilidade no meio (Sanchez et al.,
1992). Este fato ocorre quando o pH estd baixo e o meio se encontra acido
(Sanchez et al., 1992) e pode ser explicado pelo aumento da concentragido de
ferro na bebida quefir. Isso porque, durante o periodo de 24 horas de
fermentag@o, o substrato tornou-se acido, possibilitanto a acdo da lactoferrina.
No presente estudo ndo foi detectada vitamina C na bebida quefir.

O teor de umidade e de matéria seca da bebida ndo apresentou
diferencas em seus valores, durante o periodo de 24 horas de fermentacdo
(Tabela 3). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos feitos por
Irigoyen et al. (2005), com graos de quefir cultivados em leite.

O contetido de cinzas na bebida quefir ndo apresentou diferenca em
andlises realizadas com o produto, no inicio e no fim do periodo de 24 horas de
fermentacdo (Tabela 3). Wszolek et al. (2001) também ndo encontraram
diferencas significativas no teor de cinzas, nos produtos fermentados pelos graos
de quefir, no periodo de 24 horas, em trés distintas espécies de leite (bovino,
caprino e ovino).

Os 4cidos organicos podem ocorrer em produtos leiteiros como
resultado da hidrélise de 4cidos graxos, processos bioquimicos ou metabolismo
microbiano (Guzel-Seydim et al., 2000). A lactose foi consumida durante as 24
horas de fermentacdo (Figura 4), decrescendo, em nivel constante, de 46,9
mg/mL para 31,7 mg/mL. Irigoyen et al. (2005) também relataram resultados
semelhantes em leites fermentados com graos de quefir com 5% de indculo e

resultados inferiores de consumo da lactose em leite fermentado com 1% de
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indculo. Assadi et al. (2000) fabricaram a bebida quefir usando 5% de indculo e
encontraram niveis baixos de consumo de lactose. A porcentagem de graos de
quefir inoculados no substrato ou o método de cultivo podem influenciar no
contetido de lactose no fermentado (Irigoyen et al., 2005).

O teor de 4cido latico aumentou notavelmente durante as 12 horas finais
do proceso de fermentagdo (Figura 4), alcangando sua maior concentragdo as 24
horas (17,4 mg/mL). Cabe mencionar que, durante este periodo, a populagdo de
bactérias laticas também aumentou. A presenca deste dcido em fermentagdo
l4tica é de suma importincia porque € capaz de proporcionar sabor agradavel e
inibir o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis ou patégenos, por
proporcionar o aumento da acidez e diminuir o valor de pH do substrato em que
se encontram (Rubio et al., 1993).

Leveduras sdo primariamente responsdveis pela produgdo de édlcool na
bebida quefir. As leveduras mais comuns isoladas do quefir e responsdveis pela
producdo de etanol sdo as do género Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces e
Torulaspora (Guzel-Seydim et al., 2000). Embora as leveduras sejam
comumente reorganizadas por habilidade em produzir etanol, algumas bactérias
dos géneros Lactococcus e Lactobacillus também possuem esta capacidade.
Representantes dos géneros Lactococcus e Lactobacillus possuem atividade da
enzima 4lcool-desidrogenase, que converte acetaldeido em etanol (Beshkova et
al., 2003).

A concentracdo de etanol durante as 24 horas de fermentacdo apresentou
aumento de 0,10 mg/mL para 0,48 mg/mL (Figura 4). Cabe mencionar que,
durante este periodo, a populagdo de leveduras também aumentou. Guzel-
Seydim et al. (2000) também notaram ligeiro aumento na concentragdo de
etanol, no periodo de 24 horas de fermentagdo do quefir de leite.

A concentragdo de 4cido acético aumentou durante o tempo de

fermentagdo, apresentando ligeiras variacdes (Figura 4). O dcido acético
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quantificado na fermentacdo pode ter sido produzido por bactérias heterolaticas
(Rubio et al., 1993) ou por representantes do género Acetobacter, que ndo foram
identificadas neste trabalho. A acumulacio deste metabdlito no substrato torna-
o 4cido e exerce um efeito inibitério a microrganismos patdgenos, maior que o
acido latico (Rubio et al., 1993).

Ainda ndo hd informagdes disponiveis sobre os processos fermentativos,
a microbiota envolvida e os componentes nutricionais, da bebida quefir de leite
consumida no Brasil. Portanto, o estudo realizado foi importante para um
conhecimento da constituicdo microbioldgica e quimica desta bebida. Porém,
estudos futuros devem ser realizados sobre os beneficios nutricionais e

terapéuticos da bebida quefir de leite consumida no Brasil.
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TABELA 3 Valores de acidez total tiluldvel, pH, proteina, gordura, vitamina C, Ca, Fe, umidade, matéria seca e
cinza,contidos na bebida fermentada quefir

. . . Matéria .
TF ATT Proteina Gordura Vitamina Umidade Cinza
W e P o TR ey @)

TO 261  5,6+£0,2 2,1+0,8 3,6+0,6 *ND 0,2+0,1 0,1+0,1 88,2+0,2 9,8+0,2 0,7+0,3

T24 93+1 3,4+0,1 39402 2,3+0,5 *ND 0,2¢0,1 2,9+0,3 90,5+0,3 9,5+0,3 0,6+0,4

TF = Tempo de fermentacdo, ATT = Acidez total titulavel, Ca = Calcio, Fe = Ferro, *ND = Nao detectado.
Os dados sdo médias de trés replicatas + desvio padrdo.
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FIGURA 4 Etanol (), 4cido acético (), dcido litico (A) e lactose ([J)
contidos na bebida fermentada quefir, durante o processo de 24
horas de fermentagao.
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4 CONCLUSAO

A espécie bacteriana dominante foi Lactobacillus fermentum e Candida
kunwiensis foi a espécie de levedura dominante durante as 24 horas de
fermentagdo da bebida quefir de leite.

Durante o processo de fermentagdo, foram observadas trés distintas
populagdes microbianas. As bactérias laticas predominaram, seguidas pelas
leveduras e bactérias Gram-negativas.

Os grupos de microrganismos presentes na bebida realizaram trés tipos
de fermentag@o durante o processo: latica, alcodlica e acética.

Os graos de quefir indicaram maior colonizacio de bactérias e leveduras
na superficie externa dos grdos, em andlises realizadas usando o método de
Microscopia Eletronica de Varredura.

Foi possivel observar que o aumento da populacdo de bactérias laticas
proporcionou aumento na concentragdo de dcido l4tico na bebida.

Com o maior nimero de leveduras também se pode observar que a
concentracdo de etanol aumentou.

A fermentacdo da bebida quefir que ocorreu de forma ndo controlada,
iniciada com inéculo de populacdo mista de microrganismos e os processos de
fermentacdes realizados, que também ocorreram de maneira mista, foram

similares.
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CAPITULO 2

Estudo quimico e microbiano da bebida quefir de acicar

mascavo
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RESUMO

MAGALHAES, Karina Teixeira. Estudo quimico e microbiano da bebida
quefir de acicar mascavo. In: . Caracterizacdo microbioldgica e
quimica da bebida quefir de leite e actiicar mascavo. 2008. Cap.2, p.68-106.
Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

A bebida fermentada quefir de agicar mascavo é produzida pela adicao
dos graos de quefir em solu¢do de agicar mascavo, sendo popularmente
consumida no Brasil. A bebida pronta é composta por uma diversidade
microbiana que inclui bactérias 4cido laticas, leveduras e seus metabdlitos. O
objetivo da realizacdo deste estudo foi identificar a populacdo microbiana
presente na bebida quefir de agicar mascavo, além de caracterizar quimicamente
o produto. Um inéculo de 250g de graos de quefir foi adicionado em 2.250mL
de solugdo de agticar mascavo a 5%. A fermentacdo aerdbica, com temperatura
de 25°C, ocorreu em um periodo de 24 horas. Durante o perfiodo de fermentagao,
foram retiradas amostras da bebida para andlises quimicas e diluicdes decimais
seriadas, para a caracterizacdo microbioldgica. Um total de 414 isolados
microbianos foi identificado. Os isolados se dividiram em bactérias Gram-
positivas (63,5%), bactérias Gram-negativas (12,5%) e leveduras (24%). O
género Lactobacillus foi o mais freqiiente (52%) durante todo o periodo de
fermentacdo. As espécies bacterianas identificadas foram dos géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Corynebacterium, Serratia e
Klebsiela. Os isolados de leveduras incluiram espécies dos géneros Candida,
Torulaspora, Pichia, Debaryomyces, Kluyveromyces, Lachancea,
Zygotorulaspora, Dekkera, Metschnikowia e Issatchenkia. A espécie bacteriana
dominante foi Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 e Candida kunwiensis foi
a espécie de levedura dominante durante as 24 horas de fermentac¢do. Os graos
de quefir indicaram maior colonizagcdo de bactérias e leveduras na superficie
externa dos grios, em andlises realizadas usando a Microscopia Eletrénica de
Varredura. Os grupos de microrganismos identificados na bebida quefir de
acuicar mascavo realizaram trés tipos de fermentacido durante o processo: ldtica,
alcodlica e acética. O pH diminuiu nas 24 horas de fermentagdo e o conteudo de
proteina aumentou. O estudo proporcionou um conhecimento da constituicao
quimica e microbiolégica da bebida quefir de agicar mascavo, consumida no
Brasil.

*Comité Orientador: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Orientadora), Dra. Patricia
Gomes Cardoso — UFLA

69



ABSTRACT

MAGALHAES, Karina Teixeira. Chemical and microbial study of the brown

sugar kefir beverage. In: . Microbiological and chemical
characterization of milk and brown sugar kefir beverage. 2008. Cap.2, p.68-106.
Dissertation (Master Program in Agricultural Microbiology) — Federal

University of Lavras, - Lavras — MG - Brazil.

The brown sugar kefir fermented beverage is produced by adding kefir
grains to brown sugar solution. The beverage is commonly consumed in Brazil.
The beverage consists of a microbial diversity that includes lactic acid bacteria,
yeasts and their metabolites. The objective of this study was to identify the
microbial population present in the brown sugar kefir beverage and characterize
the product chemically. A 250g inoculate of kefir grains were added to 2250
mL 5% brown sugar solution. Aerobic fermentation, at 25°C occurred in a 24-
hour period. During the fermentation period, samples of the beverage were
removed for chemical analyses and seried decimal dilution, for microbiological
characterization. A total of 414 microbial isolates were identified. The isolates
were divided into positive Gram positive bacteria (63.5%), Gram negative
bacteria (12.5%) and yeast (24%). The Lactobacillus genus was the most
frequent (52%) throughout the fermentation period. The bacterial species
identified were the Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Corynebacterium,
Serratia and Klebsiela genera. The yeast isolates included species from the
Candida, Torulaspora, Pichia, Debaryomyces, Kluyveromyces, Lachancea,
Zygotorulaspora, Dekkera, Metschnikowia and Issatchenkia genera. The
dominant bacterial species was Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 1 and
Candida kunwiensis was the dominant yeast species during the 24 hours of
fermentation.  The kefir grains indicated a greater bacteria and yeast
colonization on the external surface of the grains, in analyses with electronic
scanning microscopy. The microorganism groups identified in the brown sugar
kefir beverage carried out three types of fermentation during the process: lactic,
alcoholic and acetic. The pH decreased in the 24 hours of fermentation while
the protein content increased. The study provided understanding of the chemical
and microbiological constitution of the brown sugar kefir beverage consumed in
Brazil.

*QGuidance Comitee: Dra. Rosane Freitas Schwan — UFLA (Major Professor), Dra.
Patricia Gomes Cardoso — UFLA
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1 INTRODUCAO

A bebida quefir de acgticar mascavo € elaborada pela adicao dos graos de
quefir em solug@o de acgiicar mascavo. Os graos de quefir cultivados em agucar
mascavo sdo um tipo de macrocoldnias consistentes em massa compacta e
gelatinosa de coloracdo amarelada, translicida, de forma irregular e tamanho
variavel de 3 a 35mm em didmetro (Lappe et al., 1992). Os grios sdo compostos
principalmente por dgua e uma matriz insoliivel, onde se encontram embebidas
diversas bactérias e leveduras que constituem uma associa¢do simbidntica muito
estavel (Ulloa et al., 1994).

Os graos de quefir cultivados em agicar mascavo t€m sido utilizados
popularmente no México para produzir bebidas refrescantes de baixo teor
alcodlico e acético, chamada de bebida de tibicos, quando o tempo de
fermentacdo € curto, ndo excedendo a 2 dias (Rubio et al., 1993). A bebida
fermentada pronta inclui 4cido latico, dcido acético, CO,, dlcool e compostos
aromdticos (Otles & Cagindi, 2003). Porém, quando o tempo de fermentagdo se
prolonga, esta bebida refrescante se transforma em outra, alcodlica e acética,
denominada vinagre de tibicos (Rubio et al., 1993). Algumas pessoas consomem
a bebida de tibicos com o objetivo de reduzir o peso, combater a arteriosclerose
e previnir males cardiacos (Rubio et al., 1993). No entanto, ndo existem bases
cientificas para recomenda-la (Rubio et al., 1993).

O estudo microbiano da bebida quefir de agicar mascavo foi iniciado
por Lutz, em 1999, o qual indentificou a levedura Saccharomyces radaisii e a
bactéria Bacillus mexicanus (Lappe et al., 1992). Em estudos atuais, Raimundo
et al. (2005) analisaram a bebida quefir de agicar mascavo, incubada em
aerobiose e a temperatura ambiente. Em suas andlises, concluiram que a bebida
apresenta microbiota bastante complexa de bactérias e leveduras. Os autores

revelaram, ainda, que as bactérias identificadas na bebida apresentam efeito de
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antagonismo potente in vitro em espécies bacterianas como Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Proteus
mirabilis, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa.

Na Europa, os graos de quefir cultivados em solu¢do de agiicar mascavo
sdo empregados na elaboragdo de bebidas fermentadas 4acidas, ligeiramente
alcodlicas, conhecidas como tibi ou sugary Kefir (Lappe et al., 1992). Em
estudos da bebida quefir de acicar mascavo, Pidoux (1989) identificou
leveduras como Zygosaccharomyces florentinus, Torulaspora pretoriensis,
Candida valida, Candida lambica e Kloeckera apiculada. Também foram
identificadas as bactérias laticas Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus casei ssp.
casei, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus lactis e Streptococcus cremoris.

Os microrganismos presentes nos graos de quefir, os compostos
quimicos do substrado empregado e a tecnologia de producdo sdo fatores que
influenciam nas caracteristicas microbioldgicas, fisicoquimicas e sensoriais da
bebida quefir durante o processo de fermentacio (Irigoyen et al., 2005).

No Brasil, a bebida quefir de acicar mascavo é produzida apenas de
forma doméstica e ndo hé relatos de sua constitui¢do microbioldgica e quimica.
O presente estudo foi realizado com o objetivo de identificar a populacio
microbiana presente nesta bebida e de realizar a sua caracterizagdo quimica. Este
estudo € de destacada importincia por ser o primeiro relato cientifico da
constituicdo microbioldgica e quimica da bebida quefir de actcar mascavo

consumida no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo do inéculo e fermentacio do quefir

Para o preparo do indculo, os grdos de quefir foram provenientes de
cultivo domestico em agticar mascavo, para producio da bebida quefir. Os graos
foram oriundos de domicilios da cidade de Lavras, MG, Brasil. O indculo
(graos) foi adaptado numa solugdo aquosa de actcar mascavo incubada em
aerobiose e a temperatura ambiente, durante 7 dias. Posteriormente a adaptacao
dos grdos ao novo substrato, estes foram cultivados em solugdo de agucar
mascavo (5%), com troca de substrato em intervalos de 24 horas, até que o
indculo atingisse o volume necessdrio para o experimento. Os graos (250g)
utilizados foram lavados em dgua mineral estéril e, posteriormente, transferidos
assepticamente para Erlenmeyers contendo 2250mL do substrato (solugdo de
acticar mascavo a 5%).

Os Erlenmeyers contendo os graos de quefir foram incubados
aerobicamente, a temperatura de 25°C, sem agitacdo, por um periodo de 24
horas. Amostras da bebida foram coletadas para as andlises quimicas e
microbioldgicas. Foram feitas seis coletas, assim denominadas: SSI - substrato
sem indculo; TO — 0 hora apés a adi¢do do inoculo; T6 — 6 horas apds a adi¢dao
do inoculo; T12 — 12 horas apds a adi¢do do inoculo; T18 — 18 horas apds a
adi¢do do in6culo e T24 — 24 horas ap6s a adi¢do do inéculo. De cada tempo,

foram coletadas trés amostras de um mesmo Erlenmeyer.

2.2 Analises quimicas

A acidez tituldvel foi determinada por titulometria com solucdo de
NaOH 0,01N, utilizando como indicador a fenolftaleina e o resultado expresso
em g/100mL (Association of Official Analytical Chemist, AOAC, 1995). O teor

de sélidos soldveis totais foi determinado por refratometria, conforme normas da
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AOAC (1995), utilizando-se o refratdometro digital ATAGO PR-1000, com
compensacdo de temperatura automética e resultados expressos em graus Brix
(°Brix). O pH foi determinado no fermentado de quefir, utilizando-se
potencidmetro Micronal modelo B474, segundo técnica estabelecida pela AOAC
(1995). A determinacdo de proteina bruta foi calculada em funcdo da
concentracdo de nitrogénio total pelo método Kjeldahl e os conteidos de
vitamina C (4cido ascobico), de cinza e de ferro foram determinados segundo
normas da AOAC (1995). Umidade e matéria seca da bebida fermentada e dos
graos de quefir (indculo) também foram determinadas segundo normas da
AOAC (1995). Etanol, 4cidos organicos (dcido latico e &4cido acético) e
carboidratos (sacarose, glicose e frutose) foram analisados durante o periodo de
fermentacdo do quefir. As amostras do fermentado foram centrifugadas e o
sobrenadante filtrado em membrana de 0,45um.

Para andlise dos carboidratos (sacarose, glicose e frutose), foram
injetados 20uL. no cromatégrafo a liquido Shimadzu, com detetor por indice de
refracdo. Coluna: Microsorb 100-5 amino 250 x 4,6 mm (Varian). Fase mével:
cetonitrila/dgua (80:20). Fluxo: 1,4 mL/min. Para as andlises dos 4cidos
organicos e etanol (padronizacdo interna), foram utilizadas as mesmas amostras,
tendo apenas sido adcionados 100pL de uma solucdo aquosa do padrdo interno
(butanol 1.38 mg/mL) a 400 pL das amostras. Foram injetados 2 pl. no
cromatégrafo a gas Varian GP-3380. Coluna: HP-FFAP 25 m x 0,25 mm
(Agilent). Programacdo de temperatura na coluna 70°C, 0 min, 10°C/min,
140°C, 0 min, 15°C/min, 240°C. Injetor: 260°C. Split: 1/100. Detector de

ionizac¢do de chamas: 260°C.

2.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Os graos de quefir foram observados em Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV). As amostras foram coletadas para a visualizacdo das
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superficies externas e internas dos grdos. Foram feitas as utilizacdes de dois
grdos de quefir cultivados por 24 horas, a 25°C, em solug@o de acticar mascavo,
a5%.

Posteriormente as coletas das amostras, os graos foram imersos em
solucdo fixativa (Karnovisks modificada), pH 7,2, por 24 horas. A seguir, uma
das amostras foi transferida para glicerol 30%, por 30 minutos e imersa em
nitrogénio liquido para posterior fratura em superficie metdlica resfriada pelo
mesmo. Ambas as amostras foram pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1%,
desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%), por trés
vezes e secas em maquina de ponto critico (Bal-tec CPD 030). Foram montados
os stubs e cobertos com ouro no metalizador (Bal-tec SDC 050). Ao final deste
procedimento, os stubs foram examinados em microscépio eletronico de
varredura (Leo EVO 040), localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica
e Andlise Ultra-Estrutural (LME), no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.4 Caracterizacio microbioldgica

Para a determinacdo da contagem total de bactérias e leveduras foi
utilizada uma aliquota de 100 pL de cada dilui¢do em triplicata que, em seguida,
foi espalhada com Alga de Drigalsky, utilizando-se a técnica de plaqueamento
por superficie. A enumeracdo de microrganismo foi realizada utilizando-se sete
meios de cultura: agar nutriente (AN) (g/litro extrato de carne (Merck - Brasil)
3,0g; peptona (Himedia) 5,0g; dgar (Merck - Brasil) 12g e dgua destilada),
acrescido de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para
contagem de bactérias meséfilas; MRS (OXOID Brasil Ltda) (em g. L™
peptona 10,0; extrato de carne 8,0; extrato de levedura 4,0; glicose 20,0;
monooleato de sorbitano (Tween 80) 1,0; K,HPO, 2,0; acetato de sédio 3,0;

citrato de amodnia 2,0; sulfato de magnésio 0,01; sulfato de manganés 0,036)
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acrescido de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para
contagem de Lactobacillus; M17 (OXOID Brasil Ltda.) (g/litro peptona
balanceada 5g; peptona de soja, 5g; extrato de levedura, 2,5g; extrato de carne,
5g; lactose, 5g; glicerolfosfato de sddio, 19g; sulfato de magnésio, 0,25g; 4cido
ascorbico, 0,5g; agar, 15g); acrescido de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma,
St. Louis, USA) e pH 7,1 para contagem de Lactococcus; Meio 254 (DSMZ)
(g/litro extrato de malte, 15g; extrato de levedura, 5g; 4gar, 15g; 60mL de
etanol) acrescido de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para
contagem de Acetobacter; meio Edwards (modified) (EM) (OXOID) acrescido
de 400 mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para a contagem de
Streptococcus; meio LUSM (Benkerroum et al., 1993) acrescido de 400
mg/1.000mL de nistatina (Sigma, St. Louis, USA) para contagem de
Leuconostoc ¢ (YEPG) (1% extrato de levedura (Merck); 1% peptona
(Himedia); 1,3% égar (Merck - Brasil); 2% de glicose (Merck - Brasil)),
acrescido de 100 mg/1.000mL cloranfenicol (Sigma, St. Louis, USA).

Foram feitas diluicdes seriadas de base 10 para o plaqueamento nos
referidos meios de cultivo com as seguintes dilui¢des: 10%, 10% 10°, 10°, 107, 10®
e 10°, para os meios MRS, dgar nutriente, M17, meio 254, Edwards (modified) e
LUSM. Para o meio YEPG, as diluicdes utilizadas foram 10%,10% 10°, 10%¢ 10’
As diluicdes e os plaqueamentos foram feitos em camara de fluxo laminar e as
placas incubadas em BOD, a 28°C, durante 48 horas, para crescimento
bacteriano e 5 dias para crescimento de leveduras.

Ap6s o periodo de incubacgdo, as coldnias crescidas nas placas foram
classificadas de acordo com as caracteristicas e as estruturas morfoldgicas,
buscando caracterizar os diferentes morfotipos crescidos nos meios de cultivo.
Foi realizada contagem total dos morfotipos encontrados, identificando-se o tipo
de meio cultivado, a amostra, a dilui¢do e a triplicata. A partir da contagem total,

foi escolhida, para morfologia de coldnia, uma placa de cada meio e diluicio
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cuja contagem se encontrasse entre 30 e 300 coldnias. O nimero de isolados que
foram selecionados para identificagdo foi determinado pelo célculo da raiz
quadrada do ndmero total de isolados, contados conforme mencionado no
Bacteriological Manual for Foods (Food Drugs Administration, FDA, 1972). Os
isolados foram purificados por meio de sucessivas repicagens e as leveduras
separadas de bactérias por meio de exame microscopico. Para A certificagdo da
pureza das bactérias, foram realizados testes pela técnica de coloragdo
diferencial de Gram, descrita em Madigan et al. (2004) e Pelczar et al. (1996). A
identificacdo dos isolados de leveduras foi realizada por testes convencionais,
descritos por Kurtzman et al. (2003) e Barnett et al. (2000). As leveduras
identificadas foram verificadas para as chaves descritas por Barnett et al. (2000)
e segundo o software disponivel em http://www.cbs.knaw.nl/. As bactérias
Gram-positivas foram submetidas a realizacdo de testes especificos: catalase,
motilidade, oxidase e produc¢do de acido e gids a partir da glicose. As
interpretagdes dos resultados e das provas bioquimicas para a identificacdo dos
isolados seguiram instru¢cdes do “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” (Holt et al., 1994) e “The Prokaryotes” (Hammes et al., 1991). A
identificacdo foi realizada por meio do sistema API SOCHL (Bio Mérieux). As
bactérias Gram-positivas ndo formadoras de esporos, por indugcdo a esta
formacgdo (aquecimento a 80°C por 10 minutos), foram identificadas por testes
bioquimicos recomendados por “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology” (Holt et al., 1994) e confirmados por meio do sistema API Coryne
(Bio Mérieux). Para a identificacdo das bactérias Gram-negativas utilizaram-se

kits Bac-Tray I e II (Difco, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao quimica da bebida fermentada quefir

As amostras analisadas indicaram um aumento da acidez tituldvel depois
de 24 horas de fermentacdo da bebida quefir de acticar mascavo. O valor inicial
foi de 0,01 g/100mL, alcangando o valor final de 0,07 g/100mL (Tabela 1). A
presenca de bactérias laticas na bebida pode ter proporcionado este aumento.

O valor do pH decresceu durante o periodo de 24 horas de fermentacdo
da bebida quefir, com valor inicial de 5,6 e final de 4,0 (Tabela 1). O pH é um
importante fator que pode fortemente afetar a qualidade do produto durante o
processo de fermentacdo. Tem sido informado que o pH afeta os niveis de
diéxido de carbono produzidos durante a fermentacdo da bebida quefir.
Adicionalmente, o tempo de fermentagdo e os niveis de compostos aromaticos
formados sdo significativamente influenciados pelo valor do pH da bebida,
refletindo possiveis variagches nas caracteristicas sensoriais do produto final
(Athanasiadis et al., 2004).

O valor do Brix durante a fermentacdo decresceu (Tabela 1). O substrato
iniciou com 5,2°Brix e finalizou com 4,1°Brix, ao fim de 24 horas de
fermentacgdo. Brix é uma medida total de s6lidos soluveis. Os sélidos soluveis se
constituem, basicamente, de acticares (sacarose, frutose e glicose) e, por isso, o
Brix € considerado, basicamente, como a porcentagem de agicar presente em
uma bebida. O fato de o valor de estes sdlidos soliveis ter decrescido pode ser
atribuido a presenca de grupos de microganismos que consumiram tais
compostos.

O contetido de proteina (Tabela 1) aumentou durante o periodo de 24
horas de fermentacdo. Este fato se explica, principalmente, pelo aumento da
biomassa microbiana ocorrida durante o processo de fermentagdo da bebida. A

acdo metabdlica de alguns microrganismos anaerdbios facultativos, registrados
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na literatura como fixadores de nitrogénio, como algumas espécies do género
Klebsiella, também pode contribuir para o aumento de proteina no substrato
(Rubio et al., 1993). Segundo Otles & Cagindi (2003), a bebida quefir possui
valores nutricionais, pois apresenta alguns minerais e vitaminas, benéficos para
o corpo humano, como vitamina B, cécio, ferro e vitamina K. Porém, no
presente estudo, a bebida fermentada quefir de agiicar mascavo ndo apresentou
diferenca no teor de ferro em relagdo ao substrato. Nao foi detectada vitamina C
na bebida quefir.

O teor de umidade e de matéria seca da bebida quefir de agiicar mascavo
nao apresentou diferencas durante o periodo de 24 horas de fermentagdo (Tabela
1). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos feitos por Irigoyen et
al. (2005), em analise de bebida fermentada quefir de leite. Para a comparacio
dos resultados, andlises de umidade e de matéria seca foram realizadas nos graos
de quefir, nos periodos inicial e final da fermentacdo (Tabela 2). Observou-se
um aumento no conteido de umidade dos gridos de quefir, em 24 horas de
fermentacao.

Os gréos de quefir sdo uma matriz cuja constitui¢io é formada, em parte,
por dextranas, que sdo polimeros de glicose capazes de reter 4gua durante o
processo de fermentacdo (Rubio et al., 1993). Este fato explica o aumento do
contetido de umidade dos grdos durante o processo de fermentacao da bebida.

O teor de matéria seca dos grdos de quefir também apresentou um
aumento em 24 horas de fermentagdo da bebida. Este comportamento se deve ao
fato de que, durante o processo de fermentacdo, estavam disponiveis nutrientes
necessarios para que os microrganismos realizassem suas fungdes metabdlicas.
Portanto, houve aumento pulacional nos grdos de quefir e, por conseqiiéncia,
aumento da biomassa. Este fato explica a maior concentracdo de matéria seca

encontrada nos graos de quefir.
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Em estudos realizados por Rubio et al. (1993) também foi encontrada
maior concentracdo de umidade e matéria seca em graos de quefir cultivados em
acticar mascavo, ap6s o periodo de fermentagdo.

O conteudo de cinza analisado no substrato inicial e, posteriormente, na
bebida fermentada, ndo apresentou diferencas em seus teores (Tabela 1).
Resultados semelhantes foram encontrados por Wszolek et al. (2001), em bebida
fermentada quefir, porém, utilizando leite como substrato. Os autores avaliaram
o teor de cinzas nos produtos fermentados pelos graos de quefir, no periodo de
24 horas, em trés distintas espécies de leite (bovino, caprino e ovino).

A concentragdo dos carboidratos redutores (glicose e frutose) aumentou
e o carboidrato sacarose diminuiu, durante o periodo de 24 horas de fermentacao
(Figura 1B). Este fato indica que a sacarose foi hidrolizada durante este tempo.
Portanto, o contetido de sacarose decresceu durante as 24 horas, apresentando
pequenas variagdes. O valor inicial foi de 39,9 mg/mL e, apds 24 horas de
fermentagdo, o valor foi de 36,5 mg/mL (Figura 1B). Resultados semelhantes
foram encontrados por Rubio et al. (1993), em quefir cultivado em solugdo de
acucar mascavo (5%).

A concentracdo de 4cido ldtico na bebida fermentada quefir diminuiu
gradativamente, durante o perfodo de 24 horas (Figura 1A). Este decréscimo
pode ser explicado pelo fato de que parte deste produto formado pode ter sido
metabolizada por microrganismos presente na bebida. Microrganismos
heterolaticos, como Lactobacilllus buchneri (ndo identificados neste estudo),
podem consumir dcido latico. O 4cido latico é considerado substrato para o
Lactobacilllus buchneri produzir dcido acético (Oude Elferink et al., 2001).

A concentragdo de 4cido acético aumentou, apresentando ligeiras
variagdes durante o periodo de fermentacdo (Figura 1A). O dcido acético
quantificado na fermentacdo pode ser elaborado por representantes de bactérias

heteroldticas, assim como por algumas leveduras e ou bactérias dcido acéticas
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(ndo identificadas no trabalho). Resultados semelhantes foram encontrados por
Rubio et al. (1993), em estudos realizados também com a bebida quefir de
acticar mascavo. Os autores afirmam, em seus estudos, que a producdo de 4cido
acético na bebida foi elaborado por bactérias heteroldticas, assim como pela
levedura Brettanomyces clausenii, identificadas em seus estudos. Os autores
afirmam ainda que a acumulag@o deste metabdlito no substrato o torna acido e
exerce efeito inibitdrio a microrganismos patégenos.

A concentracdo de etanol, durante as 12 horas iniciais de fermentacao,
apresentou um aumento de 1,16 mg/mL para 1,49 mg/mL (Fig. 1A). O etanol foi
produzido, principalmente, por alguns representantes leveduriformes, como
informado por Guzel-Seydim et al. (2000). As leveduras mais comuns isoladas
da bebida quefir e responsdveis pela producdo de etanol sdo as do género
Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces e Torulaspora (Guzel-Seydim et al.,
2000). Porém, alguns representantes bacterianos dos géneros Lactococcus e
Lactobacillus também podem ter produzido parte da concentragdo de etanol na
bebida analizada. Algumas espécies de Lactococcus e Lactobacillus possuem a
habilidade de produzir etanol em bebida fermentada (Beshkova et al., 2003).
Eles possuem atividade da enzima 4lcool-desidrogenase, que converte
acetaldeido em etanol (Beshkova et al., 2003). Apés 12 horas de fermentacio, a
concentracdo de etanol decresceu de 1,49 mg/mL para 1,25 mg/mL (Figura 1A).
Este decréscimo pode ser devido ao consumo deste metabdlito por parte de
alguns microrganismos. Uma parte do conteido de etanol pode ter sido
convertida em dcido acético por bactérias heterofermentativas ou bactérias do
género Acetobacter, que nao foram identificadas neste trabalho. Rubio et al.
(1993) notaram decréscimo do conteiddo de etanol, posteriormente, a 96 horas de
fermentagdo da bebida quefir de agicar mascavo. Guzel-Seydim et al. (2000)
observaram ligeiro aumento na concentracio de etanol durante as 24 horas de

fermentag@o da bebida quefir fermentada em leite.
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TABELA 1 Valores de acidez total tilulavel, pH, °Brix, proteina, vitamina C, Fe, umidade, matéria seca e cinza contidos

na bebida fermentada quefir de acticar mascavo

TF ATT pH °Brix  Proteina  Vitamina Fe Umidade Msit(e::a Cinza
(h)  (g/100mL) (%) C (%) (%) (%) (%) (%)
TO 0,01+£0,01 5,6+0,1 5,240,2 0,1%0,1 *ND 24+0,2  95,340,1 4,7+0,1 0,1+0,1
T24  0,07£0,01 4,1£0,1 4,1+0,1 0,4+0,1 *ND 2,5¢0,2  95,3%0,1 4,7+0,1 0,1+0,2

TF = Tempo de fermentag¢do, ATT = Acidez total tituldvel, Fe = Ferro, *ND = Nao detectado.
Os dados s@o médias de trés replicatas + desvio padrdo.
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TABELA 2 Concentragdo de matéria seca e umidade dos grios de quefir cultivados em solugdo de agticar mascavo (5%)

~ Umidade Matéria seca
Tempo de Fermentacao (horas) (%) (%)
TO 80,5+0,1 13,1+0,2
T24 91,5+0,5 22,1+0,3

Os dados s@o médias de trés replicatas + desvio padrdo.
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3.2 Observacio, enumeracao e diversidade microbiana encontrada na
bebida fermentada quefir de agiicar mascavo

Os resultados deste estudo indicaram que o processo de fermentacao foi
iciniado a partir da inoculacdo dos graos de quefir no substrato. O estudo
indicou, ainda, a presenga de uma abundante microbiota. A populacio
microbiana (log;, ufc/mL) da bebida quefir de acticar mascavo foi obtida durante
o processo de 24 horas de fermentagdo. A populag@o bacteriana nos meios agar
nutriente, 254 e Edwards modified foi semelhante quanto ao aspecto
morfolégico, apresentando somente 1 morfotipo. Nos meios M17 e LUSM,
foram detectados dois morfotipos bacterianos e, no meio MRS, trés morfotipos
aparentemente distintos de bactérias foram observados e isolados para posterior
caracterizacdo. No meio YEPG, foram observados trés morfotipos diferentes de
leveduras, confirmando a observacdo feita por outros autores que relatam a
existéncia de bactérias e leveduras na bebida quefir de acticar mascavo (Rubio et
al., 1993; Lappe et al., 1992; Pidoux, 1989; Raimundo et al., 2005).

Todos os géneros microbianos mostraram um aumento no ndmero
populacional durante o periodo de 24 horas de fermentacdo, apresentando
ligeiras variagdes (Tabela 3). Os valores variaram entre um minimo de 5,63 log;o
ufc/mL. e um maximo de 6,82 log;, ufc/mL, no tempo 0 de fermentagdo. Apds
24 horas de fermentacio, a populagdo variou entre 7,31 log;, ufc/mL a 8,61 log;o
ufc/mL. O substrato sem conter o indculo ndo apresentou crescimento
microbiano. Em estudos realizados por Rubio et al. (1993), a populacio
microbiana da bebida quefir de agtiicar mascavo também nao mostrou aumento
populacional durante todo o periodo de cultivo. Estes autores analisaram a
variagcdo da comunidade microbiana da bebida quefir de ag¢icar mascavo, em um
periodo de 264 horas de fermentacao.

Representantes do género Lactobacillus estiveram presentes em todos os

tempos de fermentacdo analisados (Tabela 4), podendo ser classificados como
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um grupo de importancia para a producdo do quefir. Os representantes dos
géneros bacterianos (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc) e 0s
representantes dos gé€neros de leveduras, Kluyveromyces, Debaryomyces,
Candida (Lee et al., 2007), Torulaspora (Angulo et al., 1993) e Pichia (Lin &
Kuo, 1999), identificados neste estudo, foram previamente descritos na bebida
quefir. Porém, para os representantes dos géneros microbianos,
Corynebacterium, Klebsiela, Serratia, Metschnikowia, Lachancea, Dekkera e
Issatchenkia, ndao foram encontrados relatos na literatura, sobre serem
representantes da microbiota do quefir. Nao foi identificada a presenca de
bactérias dcido acéticas (BAA) neste estudo, as quais sdo consideradas como
contaminantes de bebidas fermentadas, por alguns pesquisadores (Angulo et al.,
1993).

Um total de 414 isolados microbianos foi identificado na bebida quefir
de acicar mascavo (Tabela 4). Os isolados se dividiram em bactérias Gram-
positivas (63,5%), bactérias Gram-negativas (12,5%) e leveduras (24%). O
género Lactobacillus foi o mais freqiiente (52%) durante todo o periodo de
fermentagdo e incluiu espécies como Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1
(134 isolados), Lactobacillus paracasei ssp paracasei 3 (15 isolados),
Lactobacillus curvatus (19 isolados), Lactobacillus fermentum 1 (12 isolados),
Lactobacillus plantarum (9 isolados), Lactobacillus acidophillus (7 isolados),
Lactobacillus lindneri (3 isolados), Lactobacillus brevis 3 (2 isolados) e
Lactobacillus paracasei (2 isolados).

Segundo Kooiman (1968), a presenca de Lactobacillus brevis na bebida
fermentada do quefir é de grande importancia para a producgao do polissacarideo
quefiram. Além dos Lactobacillus, outras bactérias laticas foram isoladas.
Dentre elas, Leuconostoc citreum (11 isolados), Lactococcus lactis ssp lactis 1
(4 isolados) e Leuconostoc lactis (3 isolados). As bactérias laticas identificadas

neste estudo foram previamente isoladas e identificadas em bebida fermentada
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quefir, porém, cultivada em leite (Assadi et al., 2000; Santos et al., 2003;
Yiiksekdag et al., 2004; Witthuhn et al., 2004b; Witthuhn et al., 2004a).

Serratia plymuthica (8 isolados) foi detectada durante as primeiras 12
horas de fermentacdo. Esta espécie Gram-negativa ¢ comumente encontrada no
ambiente e foi detectada em bebida fermentada indigena (cauim) (Almeida et al.,
2007). Klebsiela ozaenae (30 isolados) também foi achada na bebida fermentada
Kefir e foi encontrada durante todo o processo de fermentacdo. Esta espécie é
também encontrada no ambiente e foi achada em amostras de dgua, em estudos
realizados por Tomas et al. (1986).

Serratia plymuthica e Klebsiela ozaenae nao foram descritas
anteriormente como presentes na microbiota do quefir e ndo foram encontrados
relatos sobre os papéis clinicos e ecoldgicos que estas espécies representam.
Vinte e cinco isolados gram-positivos ndo formadores de esporos foram
encontrados nas amostras durante a fermentacio do quefir e foram classificados
para o género Corynebacterium. Corynebacterium vitarumen (17 isolados) e
Corynebacterium flavescens (8 isolados) foram as espécies identificadas. A
distribuicdo destas espécies foi homogénea durante a fermentacdo (Tabela 4) e
estas ndo foram descritas anteriormente como presentes na microbiota do quefir.
Portanto, a presenca destes microrganismos na bebida quefir pode ser devido a
manipulagdo dos graos de quefir, para seu cultivo. Linhagens de
Corynebacterium foram isoladas em fermentacdo de mandioca no Brasil
(Carvalho et al., 1999).

A espécie Corynebacterium vitarumen foi encontrada na bebida
indigena fermentada, cauim, também no Brasil, em estudos realizados por
Almeida et al. (2007). Corynebacterium flavescens foi encontrada em superficie
de queijos, em estudos realizados por Brennan et al. (2002). Algumas espécies
do género Corynebacterium sdo tidas como patogénicas ao homem, porém,

algumas espécies sdo produtoras de aminoacidos (4cido glutdmico, lisina,
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triptofano, treonina e isoleucina) através de vias fermentativas (Silva et al.,
2005). Portanto, mesmo que as Corynebacterium ndo sejam um grupo comum
encontrado na bebida quefir, a presenca destes microrganismos na bebida pode
proporcionar a produgdo de alguns metabdlitos, podendo, assim, influenciar nas
caracteristicas quimicas, organolépticas e, mesmo protéicas, da bebida quefir.

Os isolados de leveduras foram identificados como Candida kunwiensis
(52 isolados), Torulaspora delbrueckii (13 isolados), Pichia sydowiorum (10
isolados), Debaryomyces occidentalis var. occidentalis (6 isolados),
Kluyveromyces marxianus (4 isolados), Kluyveromyces lactis var. lactis (4
isolados), Lachancea fermentati (3 isolados), Debaryomyces hansenii var.
fabryii (2 isolados), Dekkera anomala (2 isolados), Metschnikowia koreensis (2
isolados) e Issatchenkia hamoiensis (1 isolado) (Tabela 4).

As espécies  Debaryomyces  occidentalis  var.  occidentalis,
Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis var. lactis e Debaryomyces
hansenii var. fabryii, encontradas na bebida quefir de acucar mascavo, foram
também relatadas, por alguns autores, em andlises da bebida quefir, porém,
cultivada em leite (Lappe et al., 1992; Angulo et al., 1993; Lin & Kuo, 1999;
Lee et al., 2007). As espécies Lachancea fermentati, Candida kunwiensi,
Dekkera anomala, Metschnikowia koreensis e Issatchenkia hamoiensis nao
foram identificadas anteriormente na bebida fermentada quefir. A espécie
dominante, Candida kunwiensi, é encontrada no ambiente e foi isolada de
amostras de flores em estudos realizados por Hong et al. (2003). Dekkera
anomala foi isolada da fermentacdo natural de azeitonas pretas francesas, em
estudos realizados por Coton et al. (2006) e de amostra de vinho espanhol (Dias
et al., 2003). Issatchenkia hamoiensis foi isolada, durante o periodo de
fermentagdo, de um tipo de vinho italiano (Di Maro et al., 2007).

Metschnikowia koreensis foi identificada em molho de soja japonés (Sasahara &
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Izumori, 2005) e representantes do género Lachancea foram encontrados em

fermentacgdo natural de azeitonas pretas francesas (Coton et al., 2000).
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TABELA 3 Enumeracido (log;p ufc/mL) microbiana durante o periodo de fermentacio da bebida quefir de agticar

mascavo

Tempo de fermentagao (h)

Grupo preditivo de microrganismos ~ SSI TO T6 T12 T18 T24
Streptococcus *ND  6,41+0,01 6,71+0,01 7,44+0,02  7,33+0,07 8,61+0,11
Bactérias mesofilas *ND  5,81+0,07 5,62+0,09 6,53+0,04  7,1240,01 8,21+0,12
Leuconostoc *ND  6,03+0,04 6,61+0,21 7,62+0,01  7,43+0,01 8,41+0,06
Acetobacter *ND  6,11+0,05 6,92+0,01 7,62+0,01  7,63+0,01 8,31+0,06
Lactobacillus *ND  6,82+0,01 6,94+0,01 7,82+0,01  7,62+0,01 8,32+0,04
Lactococcus *ND  6,62+0,01 6,54+0,01 7,41+0,02 7,52+0,01 8,41+0,08
Leveduras *ND  5,63+0,01 6,14+0,03 6,31+0,01  6,91£0,05 7,31+0,07
SSI = Substrato sem inoculo, *ND = Nio detectado

Os dados sdo médias de trés replicatas + desvio padrdo
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TABELA 4 Identificacdo dos isolados presentes na bebida fermentada quefir de agiicar mascavo

TF (h) Isolados identificados NI
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 25
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 3 19
Bactéria Gram-positiva Lactobacillus lindneri 3
Corynebacterium vitarumen 3
TO Corynebacterium flavescens 2
Bactéria Gram-negativa Klebsiella ozaenae 9
Candida kunwiensis 14
Levedura Torulaspora delbrueckii 5
Metschnikowia koreensis 2
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 34
Bactéria Gram-positiva Lactobacillus paracasei 2
Lactobacillus brevis 3 2
Corynebacterium vitarumen 4
T6 Bactéria Gram-negativa Klebsiella ozaenae 3
Kluyveromyces marxianus 4
Torulaspora delbrueckii 8
Levedura Debaryomyces occidentalis var. occidentalis 4
Candida kunwiensis 19
Pichia sydowiorum 5

TF — Tempo de fermentacdo, NI = Nimero de isolados.

... Continua ...
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TABELA 4 cont.

Bactéria Gram-positiva

T12

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus curvatus

Lactococcus lactis ssp lactis 1
Leuconostoc citreum

Corynebacterium vitarumen
Corynebacterium flavescens

Bactéria Gram-negativa

Klebsiella ozaenae
Serratia plymuthica

Levedura

Debaryomyces occidentalis var. occidentalis
Candida kunwiensis
Dekkera anémala

T18 Bactéria Gram-positiva

Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 3
Lactobacillus fermentum 1
Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus curvatus

Leuconostoc lactis

Corynebacterium vitarumen
Corynebacterium flavescens

— [\] — —
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... Continua ...
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TABELA 4 cont.

Bactéria gram-negativa Klebsiella ozaenae 9
Pichia sydowiorum 5
T18 Lachancea fermentati 3
Levedura ! L
Issatchenkia hanoiensis 1
Debaryomyces hansenii var. fabryii 2
Lactobacillus paracasei ssp paracasei 1 32
L - Lactobacillus curvatus 6
Bactéria Gram-positiva .
Leuconostoc citreum 7
T24 Corynebacterium vitarumen 3
Bactéria Gram-negativa Klebsiella ozaenae 14
Candida kunwiensis 9
Levedura . .
Kluyveromyces lactis var. lactis 4




Com o auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), a
eletromicrografia dos graos de quefir cultivados em solucdo de agicar mascavo
foi realizada observando-se toda a regido externa e interna dos grdos. Trinta e
duas eletromicrografias foram analisadas e nas Figuras 2, 3 e 4 sdo mostradas as
superficies externa e interna dos graos de quefir analisados. A superficie externa
dos graos de quefir foi revelada coberta por um aglomerado de microrganismos
(Figura 2B), mesmo que, quando observados a olho nu, os gridos de quefir
mostrem uma superficie lisa (Figura 2A). Bastonetes, leveduras e o
polissacarideo foram observados, a 2000x, na parte exterior do grao (Figura 2B).
O polissacarideo pode ser devido a presenga de quefiran, como informado em
estudos feitos por Guzel-Seydim et al. (2005) com graos de quefir cultivados em
leite. Nao foi observada a presenga de polissacarideo no interior dos graos
(Figura 4).

Guzel-Seydim et al. (2005) observaram, em seus estudos com graos
cultivados em leite, um aumento progressivo de polissacarideo para o interior do
grdo. A auséncia de polissacarideo no interior dos grdos de quefir analisados
neste estudo pode ser devido a auséncia de células bastonetes, também nesta
porcdo. Segundo Kooiman (1968) e Tada et al. (2007), algumas espécies de
bastonetes, como, por exemplo, o Lactobacillus brevis, sdo os principais
produtores do polissacarideo nos graos de quefir.

O quefir cultivado em agicar mascavo, observado neste estudo,
apresentou menor populacdo de bastonetes que os graos cultivados em leite,
analisados em estudos feitos por Guzel-Seydim et al. (2005). Neste estudo,
bastonetes foram observados na parte externa do grao (seta da Figura 3A) e
também se observou a presenca células de leveduras no exterior do grao de
quefir (seta da Figura 3D). Na parte interna do grdo, a observacdo de levedura

foi menor, comparada a parte externa (Figura 4). As setas da Figura4 (A, B, Ce
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D) indicam a presenca de células de leveduras na porcdo interna dos grdos de
quefir.

O presente estudo mostrou que a microbiota do quefir é mais evidente
na superficie externa dos graos. Toba et al. (1990) também observaram que os
microrganismos predominam na parte externa dos graos de quefir cultivados em
leite. Nao foram observados cocos em qualquer por¢do dos grdos de quefir
cultivados em acuiicar mascavo. Guzel-Seydim et al. (2005) também nao
detectaram cocos nos graos do quefir, porém, cultivados em leite. Neve & Heller
(2002) informaram que cocos estavam presentes em suas amostras de graos de
quefir fermentado em solu¢do de acticar mascavo. Mesmo nao havendo
visualizag@o de cocos nos graos analisados, bactérias dos géneros Lactococcus e
Leuconostoc foram identificadas na bebida quefir fermentada por estes graos. As
células em formas de cocos, aderidas nos grios de quefir, podem ter sido
liberadas para o substrato durante o periodo de fermentacdo e, portanto, nao foi
possivel visualizar sua presenga nos graos.

Em comparacdo com os microrganismos identificados na bebida
analisada neste estudo, pdde-se notar que o nimero de bactérias foi superior ao
numero de leveduras presentes na bebida quefir analisada. E, na visualizacdo dos
grdos de quefir, usados como indculo para fermentar a bebida quefir, pode-se
observar, em MEV, que o nimero de bactérias distribuidas nos graos foi inferior
ao ndmero de leveduras distribuidas nos mesmos graos. Este fato pode ser
atribuido a maior liberacdo de células bacterianas, dos graos de quefir para o
substrato, durante o periodo de fermentagdo. O aspecto visual dos grdos de
quefir cultivados em agiicar mascavo, quanto a distribuicdo de microrganismos,
foi distinto do dos graos cultivados em leite. Graos de quefir cultivados em leite
apresentam maior distribuicdo de células bacterianas nas porgdes externas e
internas dos graos, em relagdao a distribui¢do de células de leveduras (Guzel-

Seydim et al., 2005). No entanto, neste estudo, as células de leveduras
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dominaram a porcdo externa dos graos e ndo foi possivel a visualizacdo de
células bacterianas na porcao interna destes mesmos graos.

A falta de informagdes disponiveis sobre os processos fermentativos, a
microbiota envolvida e os componentes nutricionais da bebida quefir de aguicar
mascavo consumida no Brasil foi uma relevante justificativa para a relizacao
deste estudo. Portanto, o estudo realizado foi importante para um melhor
conhecimento quimico e microbiolégico da bebida quefir de agicar mascavo.
Por outro lado, € necessdrio estudar a interagdo existente entre leveduras e
bactérias liticas, o que permitird conhecer as caracteristicas desta associagdo
microbiana. Considera-se, ainda, de grande importincia determinar quais sao os
microrganismos essenciais que constituem o quefir e avaliar o possivel uso
destes organismos em diversos processos biotecnolégicos para a obtengdo de
alimentos fermentados e subprodutos da fermentac¢do, como etanol, dcido 14tico
e 4cido acético. Também ¢ necessdria a realizacdo de estudos referentes aos

beneficios nutricionais e terapéuticos da bebida quefir de agicar mascavo

consumida no Brasil.
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FIGURA 2 Eletromicrografia de varredura de grios de quefir de agucar
mascavo. A - Grao de quefir. B — Superficie externa do grio de
quefir
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FIGURA 3 Eletromicrografia de varredura de grios de quefir de acicar mascavo. A,B,C,D — Superficie externa do gréo
de quefir
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FIGURA 4 Eletromicrografia de varredura de gréos de quefir de a¢icar mascavo. A,B,C,D — Superficie interna do grao
de quefir



4 CONCLUSAO

A espécie bacteriana dominante foi Lactobacillus paracasei ssp
paracasei 1 e Candida kunwiensis foi a espécie de levedura dominante, durante
as 24 horas de fermentac¢do da bebida.

Durante o processo de fermentagdo, foram observadas quatro distintas
populagdes microbianas. As bactérias laticas predominaram, seguidas pelas
leveduras, bactérias Gram-negativas e espécies de Corynebacterium.

Os grupos de microrganismos identificados na bebida quefir de agicar
mascavo realizaram trés tipos de fermentacdo durante o processo: latica,
alcodlica e acética.

Em andlises realizadas usando a Microscopia Eletronica de Varredura,
os graos de quefir mostraram maior colonizagdo de leveduras e bactérias na
superficie externa dos grdos, comparada a superficie interna desses mesmos

grdos. Nao foi possivel a visualizacdo de células bacterianas na superficie

interna dos graos.
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