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RESUMO

O kefir de agua é uma bebida resultante do processo de fermentagdo de uma solugéo
acucarada pelos microrganismos presentes nos graos de kefir e possui propriedades
probidticas. O objetivo deste estudo foi identificar geneticamente os microrganismos
isolados do kefir de agua e avaliar a sua atividade antagonista, além de analisar os
aspectos fisico-quimicos da bebida. Para a produg¢do da bebida, 10% (p/v) de graos
de kefir foram adicionados em uma solugédo de agua e agucar mascavo a 5°Brix e a
fermentagao ocorreu por 24 e 48 h a 30°C. Apds o processo de fermentagao, foram
realizadas as analises de determinacdo de pH, acidez, agucares e compostos
fendlicos. A atividade antioxidante foi avaliada através dos métodos de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (2,2-azino-bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-asulfonic
acid). Para o isolamento dos microrganismos do kefir, as amostras foram semeadas
em agar Yeast Malt (YM), agar All Purpose Tween, agar M17, agar Man, Rogosa and
Sharpe e agar Hestrin-Schamm, incubadas a 28°C e apds 48 h, colénias com
diferentes morfologias foram isoladas. Para o teste de atividade antagonista, discos
de agar de 5 mm contendo os microrganismos isolados do kefir foram colocados sobre
placas de agar YM previamente plagueadas com Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e
Listeria monocytogenes ATCC 7644. Apds 24 h de incubagdo a 37°C, os halos de
inibicdo do crescimento das bactérias (em milimetros de didmetro) foram medidos. A
identificacdo genética dos microrganismos foi realizada pelo sequenciamento de DNA
de bactérias e leveduras das regides V3/V4 do gene 16S rRNA e espacgadora
ribossomal ITS1, respectivamente. O kefir de agua fermentado com agucar mascavo
em 48 h apresentou pH de 3,69, 0,50% de acidez, 3,43% de agucares totais, 1,40 g.L
' de compostos fendlicos e atividade antioxidante de 57,8 mM TEAC.100 mL™" pelo
método DPPH e 227,16 mM TEAC.100 mL"' pelo método ABTS. Dos 105
microrganismos isolados do kefir, 63,80% exibiram inibicdo contra A. baumannii
(11,28 a 32,63 mm), 62,85% contra P. aeruginosa (10,81 a 26,87 mm), 72,38% contra
E. faecalis (7,57 a 29,35 mm) e 53,33% contra L. monocytogenes (10,77 a 27,93 mm).
O sequenciamento genético de 40 microrganismos do kefir identificou 65,0% de
bactérias do acido acético (BAA), 17,5% de bactérias do acido lactico (BAL) e 15% de
leveduras. As BAA foram compostas pelos géneros Gluconabacter, Acetobacter e
Komagataeibacter. As BAL foram identificadas como Lactobacillus e as leveduras
foram identificadas como Brettanomyces, Hanseniaspora, Pichia e Saccharomyces
cerevisiae.

Palavras-chave: kefir; atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, bactérias do
acido acético, bactérias do acido lactico, leveduras.



ABSTRACT

The water kefir is a beverage resulting from the fermentation process of a sugary
solution by the microorganisms present in kefir grains and has probiotic properties.
The aim of this study was to genetically identify the microorganisms isolated from water
kefir and assess their antagonistic activity, as well as analyze the physicochemical
aspects of the beverage. For the beverage production, 10 % (w/v) of kefir grains were
added to a solution of water and brown sugar at 5°Brix, and fermentation occurred for
24 and 48 hours at 30°C. After the fermentation process, analyses were conducted for
pH determination, acidity, sugars, and phenolic compounds. The antioxidant activity
was assessed using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2'-azino-
bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-asulfonic acid) methods. For the isolation of kefir
microorganisms, samples were inoculated on Yeast Malt agar (YM), All Purpose
Tween agar, M17 agar, Man, Rogosa and Sharpe agar, and Hestrin-Schamm agar,
and then incubated at 28°C. After 48 hours, colonies with different morphologies were
isolated. For the antagonistic activity test, 5 mm agar discs containing the isolated kefir
microorganisms were placed on YM agar plates previously inoculated with
Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, and Listeria monocytogenes ATCC 7644. After
24 hours of incubation at 37°C, the inhibition zones of bacterial growth (in millimeters
in diameter) were measured. The genetic identification of microorganisms was carried
out by DNA sequencing of the V3/V4 region of the 16S rRNA gene for bacteria and the
ribosomal ITS1 spacer region for yeast. The water kefir fermented with brown sugar
for 48 hours exhibited a pH of 3.69, 0.50 % acidity, 3.43 % total sugars, 1.40 g.L" of
phenolic compounds, and an antioxidant activity of 57.8 mM TEAC.100 mL" by the
DPPH method and 227.16 mM TEAC.100 mL™" by the ABTS method. Out of the 105
microorganisms isolated from kefir,63.80 % showed inhibition against A. baumannii
(11.28 to 32.63 mm), 62.85 % against P. aeruginosa (10.81 to 26.87 mm),72.38
%against E. faecalis (7.57 to 29.35 mm), and 53.33 % against L. monocytogenes
(10.77 to 27.93 mm). The genetic sequencing of 40 kefir microorganisms identified
65.0 % acetic acid bacteria (AAB), 17.5 % lactic acid bacteria (LAB), and 15 % yeast.
The AAB consisted of the genera Gluconabacter, Acetobacter, and Komagataeibacter.
LAB were identified as Lactobacillus, and the yeast were identified as Brettanomyces,
Hanseniaspora, Pichia, and Saccharomyces cerevisiae.

Keywords: kefir; antioxidant activity, antimicrobial activity, acetic acid bacteria, lactic

acid bacteria, yeast.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 PROBIOTICOS

O conceito de "probidtico" foi inicialmente introduzido por Eli Metchnikoff, um
cientista russo laureado com o Prémio Nobel, que realizou pesquisas no Instituto
Pasteur no inicio do século passado. Ele destacou a relagao interdependente entre a
microbiota intestinal e a dieta, evidenciando como os alimentos podem modular a
composicdo da microbiota em nossos corpos, substituindo microrganismos
prejudiciais por aqueles que oferecem beneficios (Metchnikoff, 1907).

O entendimento do conceito de probioticos tem evoluido ao longo do tempo.
Os probidticos sdo microrganismos vivos suplementares na alimentagdo que
impactam positivamente o organismo hospedeiro, promovendo o equilibrio
microbiano. A Organizagdo das Nag¢des Unidas para a Alimentagcdo e a Agricultura
(FAO) destaca que a administragdo adequada de probidticos traz beneficios a saude,
influenciando diretamente a microbiota intestinal, com a ressalva de que a quantidade
administrada deve ser apropriada para garantir a eficacia e a segurangca (FAO/WHO,
2006).

Os beneficios dos probidticos se destacam em tratamentos relacionados a
doengas gastrointestinais, com especial eficacia no combate a diarreia. Além disso,
ha indicios de que esses microrganismos contribuam para a estimulagdo do sistema
imunologico, a redugdo dos niveis de colesterol e podem ter efeitos potencialmente
anticancerigenos. Dessa forma, os probidticos emergem como promissoras
alternativas terapéuticas, promovendo a saude intestinal e aprimorando o bem-estar
geral dos individuos (Kechagia et al., 2013).

O consumo global de probitticos tem crescido e os alimentos probidticos sdo
comumente referidos como alimentos fermentados. Dentro da categoria de alimentos
fermentados, encontramos uma diversidade que € considerada probidtica ou
enriquecida com probidticos, incluindo queijo, iogurte, kefir de agua, kefir de leite e
kombucha (Cufaoglu; Erdinc, 2023).

Existem critérios especificos para a caracterizagcdo de um microrganismo como
probiético. E necessario que ele faga parte da microbiota do trato gastrointestinal (TGI)
e demonstre estabilidade frente ao pH estomacal e a presencga de sais biliares. Além

disso, deve ter a capacidade de aderir a mucosa, colonizar o intestino, participar do
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metabolismo de acidos graxos de cadeia curta e inibir o crescimento de bactérias
patogénicas. A sintese de vitaminas e outros metabodlitos essenciais para a
manuteng¢do do sistema digestério também s&o critérios relevantes (Marco et al.,
2021).

Dentre os alimentos probioticos, o kefir de agua se destaca como uma bebida
amplamente reconhecida, caracterizada por uma microbiota resistente as condi¢coes
adversas do trato gastrointestinal e por suas propriedades benéficas para a saude
(Romero-Luna et al., 2020; Tan et al., 2022). No contexto brasileiro, ainda ndo existe
uma regulamentacédo especifica para classificar a bebida fermentada kefir de agua.

1.2 KEFIR DE AGUA

O kefir de agua é uma bebida produzida através do processo de fermentacao
de uma solugdo de agucares por bactérias e leveduras presentes nos graos de kefir
(Lynch et al., 2021) (Figura 1). Para o preparo da bebida podem ser utilizados varios
tipos de acucares, mel, melado, sucos de frutas e agua de coco (Bueno et al., 2021).
Desse modo, o uso de diferentes substratos proporciona a diversificagcido de sabores
e aromas da bebida, além de conferir maior oferta de nutrientes (Fiorda et al., 2017,
Lynch et al., 2021; Pendon et al., 2022).

Figura 1 - Bebida fermentada de kefir de agua

Fnte: Autoria propria (2023)
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A origem do kefir de agua permanece indefinida, embora relatos na literatura
descrevam uma bebida consumida por soldados britanicos durante a Guerra da
Crimeia em 1855. Essa bebida era fermentada por grdos com caracteristicas de
massa solida, semitranslucida, irregular e quebradiga, variando em tamanho. Esses
granulos foram denominados "Plantas de Gengibre" por Ward (1892). Kleber (1921)
descreveu outros nomes para os graos de kefir de agua como "Abelhas da Califérnia”,
"Abelhas africanas”, "Nozes Ale", "Balsamo de Gilead", "Bébées" e "Sementes de
Cerveja Japonesa". Entre tantas variagcbes os nomes “Tibi” e “Tibico” s&o os mais
populares para os gréos de kefir de agua e foram dados para que houvesse uma
distingdo em relac&o aos graos de kefir de leite (Moretti et al., 2022).

Os graos de kefir sdo pequenos e translucidos, com tamanhos que variam de
1 a 10 mm de diametros e as cores transitam do amarelo palido ao marrom (Cufaoglu;
Erdinc, 2023). Eles possuem em sua superficie uma variedade de microrganismos,
como Bactérias do Acido Latico (BAL), Bactérias do Acido Acético (BAA) e leveduras,
que estabelecem uma relagao simbidtica. As interacdes entre as bactérias e leveduras
nos graos estabelecem um ambiente favoravel para o processo de fermentagao
(Lynch 2021; Laureys et al., 2021). Durante a fermentac&o, a microbiota presente nos
graos utiliza os agucares disponiveis na solu¢gado, metabolizando e liberando no meio
uma variedade de compostos orgénicos resultando em uma bebida com uma
diversidade unica de aromas e sabores (Martinez-Torres 2017).

A bebida kefir de agua apresenta variagbes em seu preparo, assim, as
proporgdes dos graos ndo possuem um padrao, variando de 5 a 10 % (p/v) (Pendon
et al., 2022). A variagao na concentragéo dos graos exerce uma influéncia significativa
tanto nas caracteristicas sensoriais quanto nos compostos organicos gerados pelos
microrganismos durante o processo de fermentac&o (Calatayud et al., 2021; Koh et
al., 2017). O kefir de agua passa por um processo de fermentagdo em que a
temperatura varia de 20 a 37°C, enquanto o tempo de fermentacio pode variar de 24
a 96 h (Maldonado et al., 2020; Rodriguez et al., 2022; Zanirati et al., 2015).

No inicio da fermentagéo, apenas uma fragdo dos microrganismos presentes
nos graos se desloca para a bebida, enquanto a maior parte permanece fixada na
matriz gelatinosa dos graos (Laureys et al., 2021). Isso sugere que uma parcela
importante do metabolismo microbiano ocorre nos graos durante o processo de

fermentacao do kefir, e a duracdo da fermentacdo da bebida é diretamente afetada
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pela concentragao do indculo presente em tais graos (Darvishzadeh; Orsat; Faucher,
2021; Rodriguez et al., 2022).

E relevante destacar que as condicdes de fermentacdo podem ser adaptadas
conforme as preferéncias pessoais e as caracteristicas especificas dos graos de kefir
de agua utilizados (Guzel-Seydim; Gokirmakli; Greene, 2021). O tempo de
fermentagao, a concentragao de agucar e a temperatura sao variaveis ajustaveis para
atender aos gostos individuais e alcangar o sabor desejado (Bengoa et al., 2018).

Apés a fermentagao primaria, o kefir de agua pode ser consumido ou submetido
a uma fermentagao secundaria. Durante essa etapa subsequente, os graos de kefir
sao removidos, a bebida fermentada é transferida para recipientes novos (Moretti et
al., 2022) e frequentemente, frutas ou sucos sao incorporados para proporcionar
aroma e sabor a bebida (Darvishzadeh; Orsat; Faucher, 2021). A segunda
fermentagao pode acorrer em temperatura ambiente ou refrigerado, por um periodo
adicional de 12 a 24 h (Romero-Luna, 2020). A fermentagdo secundaria em
recipientes fechados mantém o diéxido de carbono, o que proporciona uma bebida
carbonatada (Guzel-Seydim; Gékirmakli; Greene, 2021).

1.3 GRAOS DE KEFIR DE AGUA

Os graos de kefir de agua sao reconhecidos por sua capacidade de produzir
um componente essencial em sua estrutura denominado exopolissacarideo (EPS). O
EPS é uma substancia viscosa e gelatinosa que cobre os graos de kefir, conferindo-
lhes a distinta textura e consisténcia (Fels et al., 2018; Laureys et al., 2018; Luang-In
et al., 2018; Pendon et al., 2022) (Figura 2).

Figura 2 - Graos de kefir de agua

Fonte: Autoria propria (2023)
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A estrutura do EPS é formada principalmente por dextrano, que & um
polissacarideo de alto peso molecular, e em menor quantidade por levana, que € um
oligossacarideo constituido por frutose. Essa matriz desempenha um papel
fundamental na protegdo dos microrganismos que compdem os graos de kefir (Figura
3), atuando como uma barreira fisica contra agentes externos e estresses ambientais
durante o processo de fermentagao (Fels et al., 2018; Laureys et al., 2018; Luang-In
et al., 2018; Pendén et al., 2022)

Figura 3 - Imagem de microscopia eletrOnica de varredura de gréos de kefir de agua

Fonte: Cufaoglu e Erdinc (2023)

Os graos do kefir de agua tém notavel aumento no volume apds as
fermentagdes, possibilitando varias fermentagdes consecutivas. Esse fendémeno
oferece opgdes versateis para o manejo dos excedentes. Esses graos excedentes tém
a possibilidade de serem oferecidos para cultivo caseiro, armazenados visando
recuperagao posterior ou usados para ampliar a capacidade de produgéo (Coma et
al., 2019; Moretti et al., 2022).

Na industria lactea, a producgao de EPS por bactérias acido-lacticas é valorizada
por contribuir com propriedades funcionais em produtos como queijos, melhorando
aspectos sensoriais € atuando como agentes espessantes (Lucena et al., 2022). Além
disso, alguns pesquisadores notaram que durante o desenvolvimento das estruturas
dos graos de kefir, a microbiota existente sintetiza um biofilme. Este biofilme possui

potencial tanto para ser utilizado em formulagdes farmacéuticas quanto na criagao de



25

novos materiais biodegradaveis e como estabilizador na fabricacdo de cosméticos
(Luang-in et al., 2018).

1.4 MICRORGANISMOS PRESENTES NO KEFIR DE AGUA

O kefir de agua se destaca por sua rica diversidade microbiologica, conforme
detalhado no Quadro 1. Os Lactobacillus spp. séao predominantes dentre as BAL,
Acetobacter € o género predominante das BAA, e as principais leveduras sao
Saccharomyces e Dekkera (Laureys e De Vuyst, 2016). A proporgao de bactérias e
leveduras pode variar, sendo que alguns estudos observaram uma semelhanga na
proporgao dos microrganismos, enquanto outros identificaram uma maior quantidade
de leveduras nos graos (Laureys et al, 2018; Laureys; De Vuyst, 2014; Verce; De Vult;
Weckx, 2019).

Quadro 1 - Quadro resumo de bactérias e leveduras identificadas por estudos que
realizaram a caracterizagcdo de microrganismo em kefir de agua.

BACTERIAS DO BACTERIAS DO ACIDO
ACIDO LACTICO ACETICO

LEVEDURAS

Bifidobacterium crudilactis

Bullera alba

Acetobacter tropicalis

Bifidobacterium psychraerophilum

Candida ethanolica

Acetobacter indonesiensis

Lactobacillus brevis Candida kruisii Acetobacter lovaniensis
Lactobacillus harbinensis Candida lambica Gluconobacter oxydans
Lactobacillus buchneri Candida tetrigidarum Gluconobacter frateuri

Lactobacillus casei subsp. Casei

Candida valida

Gluconobacter liquefaciens

Lactobacillus
casei subsp. Pseudoplantarum

Chaetospermum chaetosporum

Lactobacillus casei subsp.
Rhamnosu

Clonostachys miodochialis

Lactobacillus casei subsp. Paracasei

Dekkera bruxellensis

Lactobacillus collinoides

Dipodascus geotrichum

Lactobacillus farraginis

Guehomyces pullulans

Lactobacillus fructiovorans

Hanseniaspora valbyensis

Lactobacillus hilgardii

Hanseniaspora vinae

Lactobacillus hordei

Hanseniaspora yalbensis

Lactobacillus kefiranofaciens

Hanseniospora uvarum

Lactobacillus nagelii

Kazachstania barnettii

Lactobacillus plantarum

Kloeckera apiculate

Lactobacillus satsumensis

Mortierella alpina

Lactococcus lactis

Ochrobactrum lupini
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BACTERIAS DO BACTERIAS DO ACIDO
ACIDO LACTICO LEVEDURAS ACETICO
Lactococcus lactis subsp. Cremoris Ramularia pratensis
Lactococcus lactis subsp. Lactis Rhizopus arrhizus
Lactococcus raffinolactis Saccharomyces bayanus
Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae
Leuconostoc Saccharomyces pretonensis
mesenteroides subsp. Dextranicum yces p
Leuconostoc Saitozyma podzolica
mesenteroides subsp. Mesenteroides yma p
Limosilactobacillus suionicum Zopfiella marina
Oenococcus kitaharae Zygosaccharomyces florentinus

Zymomonas mobilis
Fonte: Azi et al., 2019; Dong et al., 2022; Patel et al., 2022; Rios et al., 2023; Zamberi et al., 2016

A microbiota dos graos de kefir de agua exibe uma atividade metabdlica
intensa, proporcionando uma aceleragcdo do processo de fermentacdo conforme a
quantidade de grdaos aumenta (Laureys et al., 2021). As leveduras nos graos iniciam
a fermentagao e contribuem para o aumento dos niveis de glicose e frutose por meio
da hidrdlise da sacarose, que sdo metabolizados pelas BAA e BAL (Guzel-Seydim;
Gokirmakli; Greene, 2021). As BAA desempenham a fungdo de oxidar o etanol
presente na bebida fermentada, transformando-o em acido acético. Essas atividades
levam a formacao de uma bebida fermentada que apresenta simultaneamente acidez
e frescor (De Roos et al., 2018).

Em alguns estudos, os géneros predominantes foram Acetobacter (Kumar et
al., 2021; Tavares et al., 2023) e Gluconobacter (Rios et al., 2023; ), que
desempenham um papel crucial na oxidagdo do acucar e etanol, que resulta na
producdo de acido acético. As BAA sao bactérias Gram-negativas e aerobias,
demonstrando habilidade para suportar condi¢des de baixo pH decorrente dos acidos
organicos produzidos durante a fermentagao (Lynch et al., 2019).

Ao longo da fermentacao do kefir, os microrganismos principais responsaveis
pela sintese do EPS sdo os Lactobacillus paracasei, Lactobacillus hilgardii e
Lactobacillus nagelii, sendo a propor¢do desses microrganismos um fator
determinante no crescimento dos gréos (Bechtner et al., 2019; Laureys; De Vuyst,
2016). Eckel et al. (2020) evidenciaram que as BAL, como Bifidobacterium aquikefiri

e Bifidobacterium tibiigranuli, apresentaram adaptagdes fisioldgicas para metabolizar
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a sacarose e demais tipos de agucares e lidar, de forma eficaz, com a restricdo de
aminoacidos no kefir de agua.

As bactérias lacticas desempenham uma fungao essencial na preservacao do
kefir, pois s&o responsaveis pela sintese de acido malico, lactico e bacteriocinas
(Kumar et al., 2021) e pela geracdo de compostos volateis (Romero-Luna, 2020). Em
contrapartida, a producdo de alcool, essencial para o sabor distinto do kefir, é
resultado da atividade metabdlica das leveduras (Bengoa et al., 2018).

As leveduras, classificadas como microrganismos unicelulares e pertencentes
ao reino dos fungos, tém no género Saccharomyces seu principal representante,
destacando-se pela elevada resisténcia a condigdes osmoticas adversas e baixo pH.
Com um poder fermentativo notavel e consideravel potencial probidtico, as leveduras
desempenham diversas aplicagdes (Guzel-Seydim; Gokirmakli; Greene, 2021). Nos
graos de kefir, a espécie de levedura mais prevalente € Saccharomyces cerevisiae,
desempenhando um papel crucial na fermentacdo ao transformar os carboidratos
presentes em etanol (Fiorda et. al., 2017).

A origem geografica e o tipo de substrato sdo alguns dos elementos que
contribuem para as variagdes na populagao microbiana encontrada nos graos de kefir.
Além desses, ha outros fatores que exercem influéncia, como o tempo de
fermentacao, as condi¢gdes de armazenamento, a temperatura e a proporgao de graos.
Essas condicbes de fermentagdo desempenham um papel na modelagem da
composi¢ao microbiologica (Cai; Zhang; Chen et al., 2020; Garofalo et al., 2020).

1.5 COMPOSTOS PRODUZIDOS DURANTE A FERMENTACAO DO KEFIR DE
AGUA

Dentre os produtos metabdlicos gerados durante o processo de fermentagao
do kefir de agua, os acidos organicos (acidos lactico e acético) se sobressaem. Esses
acidos reduzem o pH da bebida e impedem o desenvolvimento de uma diversidade
de microrganismos como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas patogénicas. Os
acidos lactico e acético provocam impactos adversos diretamente na membrana
celular desses microrganismos e causam morte celular (Gonzalez-Orozco et al.,
2023). Juntamente com os acidos organicos, outros compostos originados durante a
fermentacdo do kefir como as bacteriocinas e o peréxido de hidrogénio, também
desempenham atividade antimicrobiana (Afifi et al., 2020; Ibrahim et al., 2021).
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As bacteriocinas sdo peptideos que as BAL sintetizam e liberam durante o
processo de fermentacdo. Esses peptideos exibem atividade antimicrobiana,
permitindo, assim, a regulagdo da populagao bacteriana no ambiente e prevenindo a
superpopulagdo de bactérias potencialmente patogénicas (Darbandi et al., 2021;
Kranjec et al., 2020). A habilidade das bacteriocinas em regular os biofilmes formados
por bactérias patogénicas é um indicativo promissor da capacidade antibacteriana do
kefir de agua (Mgomi et al., 2023; Thi et al., 2020).

As BAL especialmente os Lactococcus presentes no kefir, produzem
bacteriocinas como a lactococina. Essas bacteriocinas sao reconhecidas por inibir a
formagao do peptidoglicano, componente crucial da parede celular bacteriana. Outra
bacteriocina destacada € a nisina, que age criando poros na membrana plasmatica
das bactérias (Ghapanvari et al., 2022; Ibrahim et al., 2021; Petrova et al., 2021).

Assim, o kefir de agua exibe efeitos inibitérios no crescimento de patdégenos
como E. coli, Salmonella enterica e Staphylococcus aureus, assim como fungos,
incluindo Rhizopus spp e Aspergillus flavus. Além disso, a bebida demonstrou eficacia
contra microrganismos como Shigella sonnei, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans (Kim et al., 2016; Pendon et al., 2022).

Estudos em andamento buscam avancar na produgdo industrial de
bacteriocinas, visando substituir na industria alimenticia conservantes sintéticos por
opgdes naturais. Essa alternativa é considerada mais segura tanto para o meio

ambiente quanto para os seres humanos (Gonzalez-Orozco et al., 2023).

1.6 BENEFICIOS PARA A SAUDE ASSOCIADOS AO CONSUMO DO KEFIR DE
AGUA

A bebida probiottica kefir de agua tem demonstrado beneficios significativos
para a saude, incluindo a melhoria no controle glicémico, redugdo de colesterol e
equilibrio da microbiota intestinal (Egea et al., 2020). O equilibrio microbiano intestinal
reduz disturbios intestinais como constipacido e diarreia, melhora a permeabilidade
intestinal e refor¢ca o sistema imunologico da mucosa intestinal devido a sua rica
composi¢cédo microbiana (Alves et al., 2021; Calatayud et al., 2021). Tan et al. (2022)
demonstraram que o kefir de agua possui forte agdo antimicrobiana contra patégenos
intestinais, prevenindo a adesdo de patdgenos entéricos as células Caco-2.



29

A fermentacdo do kefir de agua produz metabdlitos secundarios com
propriedades terapéuticas, incluindo &acidos orgénicos, compostos fendlicos e
flavonoides, que oferecem atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
anticancerigenas (Ozcelik; Akan; Kinik, 2021). Zamberi et al. (2016) relataram que o
kefir de agua inibiu a proliferagcdo e migracdo de células cancerigenas, além de
promover a apoptose e modular o sistema imunologico.

Lucena et al. (2022) realgaram a atividade antibacteriana do kefir contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, enquanto outros estudos mostraram que
Lactobacillus paracasei impede o crescimento de patogenos, incluindo Listeria
innocua e Salmonella spp. Os microrganismos do kefir de agua também mostraram
propriedades antifungicas, indicando seu potencial como alternativas aos fungicidas
na industria alimentar (Romero-Luna et al., 2020).

1.7 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E ALTERNATIVAS AOS MEDICAMENTOS
ANTIMICROBIANOS CONVENCIONAIS

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um fenébmeno onde microrganismos
tornam-se resistentes aos antimicrobianos que antes eram eficazes. Este fenbmeno
resulta de mudangas naturais que conferem resisténcia aos microrganismos, com o
uso excessivo de antimicrobianos sendo um fator chave na disseminagdo da RAM
(Mancuso et al., 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos, que constitui uma crise de saude publica
global, vem sendo agravada pelo uso irracional desses medicamentos. Os
enterococos, com destaque para E. faecalis, desenvolveram resisténcia a diversas
classes de antimicrobianos (Seyedeh et al., 2019). Da mesma forma, Acinetobacter
spp. tem demonstrado uma resisténcia significativa a varias terapias antimicrobianas,
adaptando-se com facilidade a diferentes ambientes (Queiroz; Maciel; Santos, 2022).

Recentemente, os probidticos (incluindo o kefir de agua), tém recebido atengao
como alternativas naturais aos antimicrobianos. Pesquisas mostram que
microrganismos isolados do kefir de agua possuem atividade inibitoria contra
patdogenos como .E colie L. monocytogenes (Gamba et al., 2019; Marques et al., 2020;
Al-Mohammadi et al., 2021). Essa eficacia aponta o kefir de agua como um promissor
agente antimicrobiano natural no combate a resisténcia antimicrobiana (RAM) (Prado
et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi identificar geneticamente os microrganismos
isolados do kefir de agua, avaliar a sua atividade inibitoria (antagonista) contra
bactérias patogénicas e caracterizar os aspectos fisico-quimicos da bebida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os aspectos fisico-quimicos do kefir de agua cultivados em trés
tipos de agucares (cristal, demerara e mascavo) por meios dos parametros:
taxa de crescimento dos graos, acidez total, pH, sdlidos soluveis totais e teor
de acgucares cultivados em agucar mascavo;

e Determinar a concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante
(DPPH e ABTS) do kefir de agua fermentado em trés tipos de agucares;

e |solar microrganismos presentes nos gréos e nas bebidas de kefir de agua em
acucar mascavo e avaliar sua atividade antagonista contra bactérias
patogénicas: Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis; Listeria. Monocytogenes.

e Realizar a identificagdo genética de 40 microrganismos isolados do kefir que
apresentaram os maiores halos de inibicdo do crescimento contra todas as

cepas patogénicas testadas..
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENGCAO DOS GRAOS DE KEFIR E DAS BEBIDAS FERMENTADAS

3.1.1 Esterilizagao de Vidrarias e Utensilios

Para garantir a seguranca e a qualidade dos experimentos, todas as vidrarias
e utensilios utilizados no preparo das bebidas e na manipulagédo dos graos de kefir de
agua foram esterilizados em autoclave a vapor. O processo de esterilizagdo foi
realizado por 15 minutos a uma temperatura de 121 °C. Esse procedimento assegurou
que todos os materiais em contato direto com a bebida e os gréos de kefir estavam

livres de contaminacao.
3.1.2 Obtencgao dos graos de kefir

Os graos de kefir utilizados nesse estudo foram obtidos através de doagdes
originarias de cultivos artesanais no Distrito Federal. Apds serem obtidos, os gréaos
passaram por sucessivos cultivos e foram adaptados as condi¢gdes controladas de
laboratorio. Apos adaptagdes, os grdos excedentes das fermentagées foram

armazenados a -20 °C e reativados em momentos apropriados para analise.
3.1.3 Obtencao das solugdes de agucares

Os agucares mascavo, demerara e cristal de origem organica tiveram uma
marca definida e foram comprados em supermercados do Distrito Federal. Para o
preparo dos xaropes, 500 g de agucar foram adicionados em 500 mL de agua filtrada.
Apo6s aquecido e solubilizado, os xaropes foram distribuidos em potes estéreis e
levados para autoclave por 15 min a 121 °C. Os potes foram armazenados sob
refrigeracao (4 a 8 °C).

3.1.4 Producgao da bebida kefir de agua
Para a produgéo da bebida kefir de agua, os graos de kefir na concentragao de

10 % (p/v) foram inoculados em xarope de agucar (mascavo, demerara e cristal)
ajustado para 5 e 10 °Brix e fermentados em temperatura controlada de 25 e 30 °C
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por 24 e 48 h. Apds a fermentagdo, os graos foram suspensos em peneiras
previamente esterilizadas e deixados por 1 h para drenagem completa do liquido.
Ap0Gs a conclusao desse processo, 0s graos e as bebidas foram analisados quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e atividade antagonista, conforme detalhado na Figura
4,

Figura 4 - Detalhamento dos paréametros utilizados na preparagdo das amostras
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Fonte: Elaboragao propria (2023)
3.1.5 Avaliacao da taxa de crescimento dos graos de kefir

Apo6s 1 h de drenagem do liquido, os graos foram transferidos para cadinhos
estéreis e pesados em balanga analitica. O procedimento foi realizado nas amostras
fermentadas a 25 e 30 °C em 24 e 48 h. A taxa de crescimento dos gréos de kefir foi
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determinada pelo aumento da biomassa umida de graos no final das fermentagdes
com xarope a 5 e 10 °Brix e comparada ao peso inicial dos graos que foi de 10 % (p/v),
conforme a equagao abaixo. Os valores foram expressos como média e desvio padrao

em taxa de porcentagem (%), conforme calculo:

., _G1 - GO
X =G a0 @)

TX (%) = Taxa de crescimento
GO = Peso inicial dos gréaos de kefirem 0 h
G1 = Peso final dos graos de kefir em 24 e 48 h de fermentacgéo

3.1.6 Acidez total

A acidez total da bebida de kefir de agua foi avaliada utilizando a metodologia
de acidez titulavel (IAL, 2008). Para a analise aliquotas de 10 mL de cada amostra
foram transferidas para frascos de Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 10 mL de
agua destilada e trés gotas de solugéo de fenolftaleina em cada amostra. A titulagéo
foi realizada utilizando uma bureta que contendo NaOH 0,1 M, e o fim do processo foi
identificado pela alteragao da cor da solugédo para um tom rosa claro. Para calcular a

acidez total, utilizou-se a seguinte formula:

V1 xN x MM

. Ay _
Acidez total (g.L" ') = V2 x 1000 (b)

V1 = Volume utilizado de NaOH em mL

N = Normalidade (0,1)

MM = Massa Molecular do acido acético (60)
V2 = Volume da amostra (mL)

3.1.7 pH

A afericdo do pH da bebida de kefir de agua ocorreu com o auxilio de um

pHmetro digital, modelo Gehaka PG 1800 (AOAC, 2006).
3.1.8 Sdlidos soluveis totais (SST)
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A concentracdo de solidos soluveis totais foi avaliada empregando um
refratbmetro (AOAC, 2006). Inicialmente, as amostras de kefir de agua foram
preparadas com um xarope de agucar a uma concentracdo inicial de 5 e 10 °Brix. As
concentracdes de SST foram medidas apds periodos de fermentacédo de 24 e 48 h a
30 °C. A analise foi realizada em triplicata, e os resultados foram expressos como

média e desvio padréo em indice refratométrico ( °Brix ).

3.1.9 Concentragao de agucares

O método ADNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) foi utilizado para quantificar os
acucares (Miller, 1959) na bebida de kefir de agua fermentado com agucar mascavo.
Para a hidrélise da sacarose em agucares redutores, 400 uL de cada amostra e 200
uL de Acido Cloridrico Puro (P.A.) foram pipetados em tubos de ensaio. A mistura foi
incubada a 60 °C, sob agitagao. Apos 10 minutos, os tubos foram removidos do banho
e neutralizados com 400 pyL de NaOH 6N. Em seguida, as amostras com e sem
hidrolise foram adequadamente diluidas, acrescidas do reagente ADNS e os tubos de
ensaio contendo as amostras foram incubados em agua fervente por 5 minutos e
posteriormente resfriados a temperatura ambiente. Os valores de absorbancia foram
registrados a 540 nm usando um espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi modelo U-3900H).
Uma curva de calibragado foi preparada usando glicose em concentragdes variando de
0,2 a 0,8 g/L (Apéndice A e E). Os resultados foram expressos em gramas por 100

mL de amostra (%), e os valores foram calculados seguindo as equagoes:

aS

AR (%) = 0 (c)
aS —aC
SAC (%) = ———— (d)
10
AR + SAC
ACT (%) = — 10 (e)

AR (%) = Agucar Redutor
SAC (%) = Sacarose
ACT (%) = Agucar Total
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aC = resultado da equacéio da reta com hidrdlise

aS = resultado da equagao da reta sem hidrélise

3.2 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DAS BEBIDAS

3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram determinados conforme protocolo de Folin-Denis
(Folin & Denis, 1912). A analise avaliou a concentragdo de compostos fendlicos totais
na amostra. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada com auxilio de um
refratbmetro UV-Vis a 760 nm (Hitachi modelo U-3900H). A curva de calibrag&o foi
preparada utilizando acido gélico na concentragédo de 0,02 a 0,10 mg.L™! (Apéndice B
e E). A analise das amostras foi realizada em triplicata e os valores expressos como
meédia e desvio padrao em gramas (g) de acido galico equivalente (GAE) por litro (L)
de amostra (g GAE.L™).

3.2.2 Atividade antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método DPPH (2,2
difenil-1-picrilhidrazila) (Silveira, 2018), através do sequestro do radical DPPH,
caracterizado pela mudancga da cor roxa-escura para cor roxa-clara. Uma solugao
estoque de DPPH foi preparada na concentragdo de 0,8 mM, para isso, 24 mg de
DPPH foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, seguido da adi¢ao de
alcool etilico absoluto até completo o volume total. A solugdo foi homogeneizada e
transferida para um vidro ambar e armazenado sob refrigeragdo. No dia da analise a
solugédo de DPPH foi dissolvida em etanol até a leitura da absorbancia entre 0,900 e
1,100 a 517 nm no espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi modelo U-3900H). Em tubos de
ensaio as amostras foram diluidas e apds o processo de diluicdo, 100 yL de amostras
foram acrescentadas a 3900 uL da solu¢cdo de DPPH e armazenadas na auséncia de
luminosidade por 30 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 517 nm no
espectrofotometro. Uma curva de calibracdo (Apéndice C e E) foi preparada com
Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) na concentragao de
0,5 a 1,0 mM, obtidos através da solugao estoque de Trolox (2 mM). As analises foram
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realizadas em triplicata e os valores expressos pela média + desvio padrao em pmol
de Trolox equivalente (TEAC) por 100 mL de amostra (umol TEAC.100 mL").

3.2.3 Atividade antioxidante — ABTS

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método ABTS (2,2'-azino-bis-
3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) de acordo com Rufino (2007). O radical ABTS
€ conhecido por capturar protons presentes na solugdo, indicando o potencial
antioxidante das amostras. A captura resulta na estabilizacdo do radical, visivelmente
marcada pela transi¢cdo da cor de verde-escura para verde-clara. A solugédo estoque
de ABTS foi preparada adicionando 0,192 g do reagente a um baldo volumétrico de
50 mL e o volume foi completado com agua destilada. Para a preparagao do radical
ABTS, 0,88 mL de solucao de persulfato de potassio foram adicionados a 50 mL da
solugéo estoque de ABTS, e a mistura foi armazenada por 16 h em um frasco de vidro
ambar sob refrigeracdo. No momento da analise, a solugdo de ABTS foi diluida em
etanol até a absorbéncia de 0,700 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis (Hitachi
modelo U-3900H). As amostras foram diluidas e em seguida, 30 yL das amostras
diluidas foram adicionadas a 3000 pL do radical ABTS em tubos de ensaio e
homogeneizados. As amostras foram mantidas na auséncia de luz por 6 minutos. A
leitura foi realizada a 734 nm. Uma curva de calibragao (Apéndice D e E) foi obtida de
uma solugdo estoque de TROLOX (2000 uM). As analises foram realizadas em
triplicata e os valores expressos como meédia + desvio padrdao da atividade
antioxidante em pmol de Trolox equivalente (TEAC) por 100 mL de amostra (umol
TEAC.100 mL™").

3.3 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS DOS GRAOS E DAS BEBIDAS DE
KEFIR DE AGUA

3.3.1 Meios de cultura usados no isolamento dos microrganismos

As bactérias acido-lacticas foram isoladas em trés diferentes meios de cultura:
Agar All Purpose Tween (APT) (Himedia®) foi usado para o isolamento de culturas
heterofermentadoras, o Agar M17 (Biolog®) foi utilizado para a selegdo de
Lactococcus spp. e o Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) (Kasvi®) foi utilizado para o
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isolar Lactobacillus spp. Para o isolar as bactérias do acido acético foi utilizado o meio
de cultivo Agar Hestrin-Schramm (HS) (Sigma®). As leveduras foram isoladas

utilizando o meio Agar Yeast Malt (YM) (Acumedia®).

3.3.2 Isolamento dos microrganismos

O kefir foi fermentado com xarope de agucar mascavo. Para o isolamento dos
microrganismos segundo Talib et al. (2019), 10 g+ de graos de kefir foram transferidos
para um recipiente estéril, adicionando-se a bebida fermentada até alcangar 25 g
(g.s.p.), pesados em balanga analitica. Para as diluicdes seriadas, a amostra foi
diluida em 225 mL de agua com peptona a 0,1 % (p/v) (Acumedia®), obtendo-se a
diluigdo 10-'. Apds homogeneizagéo em vértex por 2 minutos, 1 mL da diluigdo 10 foi
transferida para um tubo Falcon contendo 9 mL de agua peptona 0,1 % (p/v),
resultando na diluicdo 102. As amostras foram diluidas sucessivamente até 107.
Aliquotas de 100 uL das amostras foram pipetadas em placas de Petri contendo os
meios de cultivo (APT, MRS, M17, HS e YM), e com o auxilio de algas de Drigalski
estéreis, as aliquotas foram espalhadas sobre a superficie do agar. Apds a secagem,
as placas foram incubadas a 28 °C, em condi¢cées de aerobiose e anaerobiose, por
um periodo de 24 a 72 h.

3.3.3 Purificagao e manutengao dos microrganismos

O isolamento dos microrganismos foi realizado com o auxilio do estereoscépio
Leica modelo M-125C, que facilita a observacao das estruturas das colénias e permite
distinguir diferencas morfolégicas. As placas que exibiram crescimento de colbnias
simbidticas foram submetidas a sucessivas diluicbes até que fosse possivel isolar
colonias puras. Apos a purificagdo, os microrganismos foram novamente semeados,
em tubos inclinados previamente preparados contendo os mesmos meios de cultura
de origem, e apos o crescimento, glicerina liquida esterilizada foi adicionada aos
tubos, proporcionando condicbes adequadas para a preservacido dos

microrganismos.

3.4 TESTE DE ANTAGONISMO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO KEFIR
DE AGUA
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3.41 Preparagcdao dos microrganismos isolados do kefir para o teste de

antagonismo

Para ativagcdo dos microrganismos isolados e com auxilio de uma alga de
calibragdo de 10 yL, os microrganismos isolados foram repicados em tubos contendo
10 mL de caldo APT, caldo MRS, caldo M17, caldo HS e caldo YM, correspondentes
ao meio de cultivo do isolamento. As amostras foram incubadas na estufa por 24 h ou
até que se observasse turbidez nos tubos. Apos a ativagdo, e com o auxilio de um
swab esteéril, os isolados foram semeados em placas de agar (APT, MRS, M17, HS e
YM), especificas para cada isolado. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 a 72 h.
Ap0s o crescimento, os microrganismos isolados estavam preparados para o teste de

antagonismo.

3.4.2 Preparagao das bactérias patogénicas

As bactérias utilizadas no estudo incluiram Acinetobacter baumannii ATCC
19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e
Listeria monocytogenes ATCC 7644. Os inoculos foram preparados por meio de
suspensao direta do crescimento microbiano em caldo Luria Bertani, ajustando a
turvacdo equivalente a 0,5 na escala de McFarland, o que corresponde a uma
concentragéo de 1,0x108 - 1,0x108 UFC/mL. A densidade dptica das suspensdes foi
ajustada para um intervalo entre 0,08 e 0,10 a 625 nm no espectrofotdmetro (Hitachi
modelo U-3900H).

3.4.3 Testes da atividade antagonista dos microrganismos isolados do kefir de

agua

Seguindo a metodologia proposta por Valgas (2007) e Magaldi et al. (2004), os
indculos das bactérias patogénicas foram semeados em Agar YM usando swabs
estéreis. Posteriormente, discos de agar de 5 mm contendo os microrganismos
isolados do kefir foram colocados sobre as placas de Agar YM ja semeadas com as
bactérias patogénicas (A. baumannii, P. aeruginosa, E. faecalis e L. monocytogenes),

promovendo o contato entre os microrganismos isolados do kefir e as bactérias
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patogénicas. Os ensaios foram realizados em ftriplicata. Apos 24 h de incubacgéo a
37°C, foram realizadas as medi¢cbes dos halos de inibicdo do crescimento das
bactérias patogénicas. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao

(média £ DP) em milimetros de didmetro.

3.5 IDENTIFICACAO GENETICA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO KEFIR
DE AGUA

Para ativar os microrganismos isolados do kefir, estes foram transferidos para
tubos contendo 10 mL de caldo (APT, MRS, M17, HS e YM), com incubagdo em uma
estufa bacterioldgica por 24 h. Apos essa etapa, os isolados foram transferidos para
placas de agar (APT, MRS, M17, HS e YM), utilizando um swab estéril. Essas placas
foram entdo incubadas a uma temperatura de 28°C, pelo periodo de 24 a 72 h. As
colbénias foram coletadas da superficie da placa com o auxilio de um swab estéril.
Apos a coleta, o swab foi inserido para um microtubo contendo uma solucédo de
estabilizante conhecida como ZSample (BiomeHub). Apds homogeneizar a amostra,
o swab foi removido do tubo de coleta, e os microtubos contendo os microrganismos
isolados do kefir foram enviados para sequenciamento génico que foi realizado pela
empresa BiomeHub. O DNA total das amostras foi extraido usando o kit QlAamp DNA
Blood Mini Kit, conforme as instru¢cdes do fabricante. Apds a extragdo, as amostras
passaram por um processo de preparacao de bibliotecas para o sequenciamento de
DNA em larga escala. Durante esse processo, foram realizadas amplificacbes
especificas das regides V3/V4 do gene ribossomal bacteriano 16S rRNA e da regiédo
ITS1 de fungos, usando a técnica de PCR (Reac&o em Cadeia da Polimerase). Cada
amostra foi marcada com um indice ou coédigo de barras unico, facilitando sua
identificacdo futura através de analises bioinformaticas. Em seguida, os DNA
amplificados (amplicons) foram combinados em grupos para formar as bibliotecas de
sequenciamento. Essas bibliotecas foram sequenciadas utilizando o formato single-
end e um kit de 300 ciclos no equipamento NextSeq (lllumina®). As sequéncias de
DNA resultantes (reads) foram posteriormente analisadas com um pipeline de

bioinformatica de propriedade da BiomeHub (Cruz; Christoff; Oliveira, 2021).

3.6 ESTATISTICA
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As anadlises experimentais foram realizadas em triplicata, e os resultados
obtidos foram expressos como valores de média e desvio padrdo. Para a analise
estatistica, utilizou-se o teste ANOVA n&o pareado para determinar a significancia
entre as médias. Quando identificadas diferengas significativas (p<0,05), o teste de
Tukey foi aplicado para a comparacéo detalhada das médias. Todos os dados foram
analisados utilizando o software JAMOVI®, versdo 2.4.12 e STATPLUS, versio 8,

ambos para Mac.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO KEFIR DE AGUA
4.1.1 Taxa de crescimento dos graos de kefir de agua
O Grafico 1 apresenta a influéncia da temperatura (25 e 30°C), da concentragao
de agucar utilizada (5 e 10°Brix) e do tipo de agucar (mascavo, demerara e cristal) na

taxa de crescimento dos gréos de kefir durante a fermentacéo por 24 e 48 h.

Grafico 1 - Taxa de crescimento dos graos das amostras de kefir de agua

Taxa de crescimento dos Graos Oh
210% 24 h
86% 74% m— 48 h
77% ‘ Oh
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5 °Brix - 5 °Brix - 10 °Brix -
25°C 30°C

Fonte: Elaboragéo propria com base em dados experimentais (2023). Resultados apresentados
como média de analises em triplicata + desvio padréo (Apéndices F e G ). M = Kefir de Agua com
Acucar Mascavo; D = Kefir de Agua com Agucar Demerara; C = Kefir de Agua com Agucar Cristal.

Em relacdo a temperatura, os gréos fermentados a 30 °C com concentragao de
acucar a 5 °Brix tiveram maior taxa de crescimento (aumento em 41 % mascavo (M),
38 % demerara (D) e 45 % cristal (C) em 24 h, e 86 % (M), 74 % (D) e 77 % (C) em
48 h) em comparagao com os graos fermentados a 25°C, nas mesmas condi¢des, que
apresentaram menores taxas de crescimento de 13 % (M), 5 % (D) e 11 % (C) em 24
h, e de 27 % (M), 27 % (D) e 26 % (C) em 48 h.

No que se refere a concentracédo de agucar utilizada, os gréos fermentados a

30 °C com concentragdo de agucar a 5 °Brix tiveram maior taxa de crescimento
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(aumento em 86 % (M), 74 % (D) e 78 %7 % (C) em 48 h) em comparagdo com 0s
graos fermentados nas mesmas condigbées com concentragdo de agucar a 10 °Brix
(redugao da taxa de crescimento em -3 % (D) e -14 % (C) e aumento em 31 % (M) em
48 h). Quanto ao tipo de acgucar utilizado, ndo foram observadas diferengas
significativas na taxa de crescimento dos grdos de kefir com o uso dos agucares
mascavo, demerara ou cristal.

Assim, as condicbdes de temperatura de 30 °C e xarope de agucar a 5 °Brix
influenciaram positivamente a taxa de crescimento dos graos de kefir de agua. A
variagao da temperatura de 25 para 30°C, associada a uma concentracdo de agucar
de 5°Brix, resultou em um aumento consideravel dos graos de kefir, sugerindo que a
temperatura elevada favorece a atividade metabdlica dos microrganismos. O aumento
do tempo de fermentacao de 24 para 48 h, nas mesmas condi¢cdes de 30 °C e acucar
a 5°Brix, também resultou em um aumento significativo da taxa de crescimento dos
graos de kefir. Provavelmente a concentragdo de agucar a 10 °Brix forneceu um
ambiente muito osmotico para os microrganismos, prejudicando sua atividade
metabdlica, o que resultou no declinio da taxa de crescimento dos graos.

A taxa de crescimento dos graos de kefir de agua é influenciada por varios
fatores, incluindo o tipo de substrato de fermentacéo, a concentragdo do inéculo, a
temperatura, a presenga de oxigénio, entre outros (Laureys e De Vuyst, 2016).
Laureys et al. (2021) avaliaram a influéncia do tipo de substrato de fermentagdo no
crescimento dos graos, e relataram que a substituigdo da sacarose por glicose ou
frutose reduziu a taxa de crescimento dos graos de kefir. Laureys et al. (2022)
enfatizaram a temperatura como um fator que influencia diretamente a atividade
metabdlica dos microrganismos e o desenvolvimento dos graos de kefir, uma vez que
certas espécies microbianas sao mais ativas e favorecidas em determinadas
temperaturas de fermentacéo.

Laureys et al. (2019) observaram que o crescimento dos gréaos de kefir de agua
podem ser maximizados com concentragdes moderadas de sacarose e concentragdes
baixas de gréos. Esses dois fatores influenciam diretamente a atividade da enzima
dextrana sacarase que faz a hidrdlise da sacarose em direcdo a biossintese de
dextrano, o principal constituinte da estrutura dos gréaos de kefir. A taxa de crescimento
dos gréos de kefir de agua diminuiu com o aumento das concentragdes de sacarose,
provavelmente causada pela inibicdo da dextrana sacarase pelo substrato. O maior
crescimento de gréos de kefir de agua foi obtido quando a concentragado do inéculo



43

de grédos foi mais baixa, pois isso minimizou o estresse acido e a deplegcdo de
substrato durante a fermentacdo. O baixo crescimento de gréos de kefir de agua
diminui o tamanho dos gréos que se tornam quebradigos, resultando em um processo
de produgéo instavel (Laureys e De Vuyst, 2016; Laureys et al., 2019).

Os resultados sugerem que as condigdes de fermentagdes em temperaturas
mais elevadas e substratos menos concentrado favoreceram a atividade metabdlica
dos microrganismos. Portanto, considerando a influéncia positiva da temperatura de
30 °C na fermentacgéo do kefir de agua, as demais analises foram realizadas nessa

condicao térmica.

4.1.2 Teor de acidez total e valor de pH do kefir de agua

O grafico 2 apresenta os resultados da acidez total e do pH do kefir de agua
fermentado com diferentes tipos de agucares (mascavo, demerara e cristal) e

concentragcdes de acucar de 5 e 10 °Brix em temperatura de 30 °C por 24 e 48 h.

Grafico 2 - Valores de acidez total e pH das amostras de kefir de agua
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Fonte: Autoria propria com base em dados experimentais. A= fermentacao a 5°Brix; B = fermentacao
a 10°Brix. Resultados apresentados como média de analises em triplicata + desvio padréo (Apéndices
H e I). KM = Kefir de Agua com Agucar Mascavo; KD = Kefir de Agua com Agucar Demerara; KC =
Kefir de Agua com Acucar Cristal.

Nas amostras com 5°Brix, o kefir fermentado com agucar mascavo mostrou um
aumento significativo na acidez, de 0,18 g/L em 24 h para 0,47 g/L em 48 h. As
amostras D e C também mostraram aumento na acidez, porém em uma escala mais
moderada (de 0,09-0,10 g/L em 24 h para 0,20-0,24 g/L em 48 h). Quando a
concentracdo de acucar foi elevada para 10°Brix, observou-se que somente o kefir
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fermentado com agucar mascavo mostrou um aumento significativo na acidez, de 0,11
g/L em 24 h para 0,50 g/L em 48 h, enquanto as amostras D e C tiveram menor
variagédo na acidez (de 0,06-0,08 g/L em 24 h para 0,10-0,12 g/L em 48 h).

A acidez do kefir de agua é influenciada tanto pelo tipo de agucar utilizado
quanto pelo tempo de fermentagdo, como reportado por Gamba et al. (2021), que
notaram que o kefir preparado com agucar mascavo obteve niveis elevados de acidez,
principalmente apds 48 h, sugerindo uma atividade fermentativa mais intensa,
aumentando a sintese de acidos organicos no meio.

A introdugédo de frutas secas ou sucos de frutas no kefir, conforme descrito por
Randazzo et al. (2016), pode elevar a acidez devido a adicdo de nutrientes,
potencializando a atividade dos microrganismos. Laureys e Vuyst (2016) adicionaram
frutas secas e agucar cristal na fermentagao do kefir de agua e reportaram valores de
acidez de 0,25 g/L em 24 h e de 0,43 g/L em 48 h. Outros estudos que adicionaram
frutas na fermentagao do kefir de agua relataram variagbes na acidez entre 0,50 e
1,20 g/L pelo periodo de 24 a 72 h (Kohler et al., 2021; Nikolaou et al., 2019).

Em relagdo ao pH, nas condi¢gbes de 5°Brix, as amostras M, C e D tiveram um
pH inicial de 6,26-6,57 e houve uma redugéo significativa para 3,70-3,63 (M), 3,13-
2,84 (D) e 3,12-2,77 (C) em 24 a 48 h. Quando a concentracdo de agucar foi elevada
para 10°Brix, as amostras M, C e D tiveram um pH inicial de 6,36-6,62 e se observou
uma queda significativa do pH para 3,47-2,75 (M), 3,81-3,06 (D) e 3,75-3,06 (C) em
24 a 48 h.

Resultados similares foram reportados na literatura. Kohler et al. (2021)
observaram uma diminuigdo do pH durante a fermentagdo do kefir de agua de 4,85
para 3,45 em 72 h. Laureys et al. (2017) encontraram valores de 3,34 a 3,50 nas
amostras de kefir de agua fermentadas com agucar mascavo. Limbad et al. (2023)
utilizaram agua de coco e agucar na fermentagao de longa duracéo (96 h) do kefir de
agua e observaram valor de pH de 2,80. Além disso, Darvishzadeh, Orsat e Faucher
(2021) relataram que o pH do kefir de agua geralmente se estabiliza em torno de 3,14.

Da Fontoura Prates et al. (2022) enfatizaram a importéncia dos valores de pH
acido no kefir de agua, destacando seu impacto na diversidade microbiana, no
crescimento dos gréos e na produgdo de metabdlitos. A microbiota do kefir é
constituida por bactérias do acido lactico e bactérias do acido acético que sintetizam
os acidos organicos que que contribuem para o sabor acido e determinam as

caracteristicas unicas da bebida (Lynch et al., 2019; Luang-In et al., 2018).
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4.1.3 Teor de Sdlidos Soluveis Totais (SST) e acucares do kefir de agua

O Grafico 3A apresenta os resultados do teor de Solidos soluveis Totais (SST)
do kefir de agua fermentado com diferentes agucares (mascavo, demerara e cristal)
nas concentragdes de 5 e 10 °Brix em temperatura de 30 °C por 24 e 48 h. Nas
condi¢cbes de 5°Brix, as amostras M, C e D apresentaram uma reducéo do teor de
SST de 4,20-4,53°Brix em 24 h para 3,43-4,03°Brix em 48 h. Quando a concentragao
de acucar foi elevada para 10°Brix, a amostra M mostrou a maior atividade
fermentativa entre os acgucares testados, apresentando uma reducéo do teor de SST
de 7,53°Brix em 24 h para 6,27°Brix em 48 h. As amostras D e C apresentaram uma
menor reduc¢ao do teor de SST de 8,40-8,30 °Brix em 24 h para 7,83-7,67°Brix em 48
h.

Grafico 3 - (3A) Concentragdo Sdlidos Soluveis Totais (SST) das amostras de kefir
de agua em 5 e 10 °Brix e (3B) Teor de agucares redutores, sacarose e agucar total
da amostra de kefir de agua fermentada com agucar mascavo em 5 °Brix
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Fonte: Autoria propria (2023). Resultados apresentados como média de analises em triplicata +
desvio padréo (Apéndices J e L). KM = Kefir de Agua com Agucar Mascavo; KD = Kefir de Agua com
Acucar Demerara; KC = Kefir de Agua com Agucar Cristal; * = Agucar mascavo utilizado nas analises
apresentadas no Grafico 3B.

O Grafico 3B apresenta o teor de agucares redutores, sacarose e agucares
totais da amostra de kefir de agua fermentado com agucar mascavo em 5 °Brix .
Observou-se a redugdo da concentragdo de sacarose de 6,50 g.100 mL" em 24 h
para 2,18 g.100 mL-'em 48 h. O agucar total apresentou uma redugéo 7,15 g.100 mL-
''em 24 h para 3,72 g.100 mL'em 48 h. Quanto aos agucares redutores, houve um
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aumento concentragdo de 0,67 g.100 mL' em 24 h de fermentagdo para 1,48 g.100
mL-" em 48 h, indicando um aumento na conversdo de sacarose em glicose e frutose.

Tavares et al. (2023) reportaram resultados similares e observaram que o kefir
fermentado com agucar mascavo apresentou maior reducio do teor de SST de 10,03
para 9,47°Brix e de sacarose de 0,45 g/L para 0,09 g/L em 48 h em comparagdo com
o kefir fermentado com agucar demerara, cujos valores de SST reduziram de 10,47
para 10,33°Brix em 48 h, acompanhados por uma redugao na sacarose de 0,54 g/L
para 0,41 g/L.

Alrosan et al. (2021) observaram que a sacarose e a glicose tiveram uma
relagdo inversamente proporcional durante a fermentagdo do kefir de agua. A
sacarose teve valor inicial de 6,90 g.100 mL-' e houve uma redugéo para 1,19 g.100
mL"em 24 h e 0,11 g.100 mL"" em 48 h. Enquanto a glicose teve valor inicial de zero
e houve um aumento para 1,24 g.100 mL' em 24 h e 2,52 g.100 mL"" em 48 h. Esse
fato decorre da liberagdo de enzimas pela microbiota ativa do kefir que promovem a
hidrolise da sacarose e o aumento dos niveis de glicose.

Neste estudo, observamos que a concentracdo de SST apresentou pequenas
variagbes entre as amostras fermentadas em 24 e 48 h; entretanto, os valores
encontrados nao representam a concentragao real de sacarose nas bebidas de kefir
de agua fermentadas. O indice refratométrico, simbolizado como °Brix, € amplamente
utilizado pela industria de alimentos e bebidas para medir a concentracdo de
sacarose, onde 1 °Brix equivale a 1 % (p/v) de sacarose em solu¢des (Jaywant, Singh
e Ari, 2022). Entretanto, a convers&o da sacarose em glicose e frutose, a formagéo de
acidos organicos e a solubilizagdo de compostos insoluveis por enzimas liberadas
durante a fermentacao, podem elevar a concentracdo de SST na bebida. Isso resulta
em valores de °Brix que nao correspondem diretamente ao teor de sacarose apds a
fermentacado (Asevedo, Fontoura e Santos, 2020; Pimentel, Neto e Silva, 2019).

O kefir de agua fermentado com agucar mascavo demonstrou uma potente
atividade fermentativa, conforme evidenciado nas analises anteriores (Grafico 1 e 2)
e no teor de agucares antes e apos a fermentagao (Grafico 3). O agucar mascavo
demonstrou ser a melhor opgao como substrato fermentativo, na concentracao inicial
de 5 °Brix, equivalente a 5 % (p/v). Esses achados corroboram com estudos anteriores
(Cevik et al., 2019; Kohler et al., 2021;Tavares et al., 2023) e podem melhorar as
caracteristicas nutricionais e sensoriais das bebidas de kefir de agua fermentadas
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4.2 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO KEFIR DE
AGUA

A Tabela 1 apresenta a avaliacdo dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante do kefir de agua fermentado em trés tipos de agucares (cristal, demerara
e mascavo), na concentracdo de 5 °Brix em temperatura de 30 °C por 24 e 48 h.
Observou-se que o kefir de agucar mascavo apresentou os maiores valores de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante em relagéo as bebidas elaboradas com
agucares demerara e cristal. O xarope de acgucar mascavo apresentou valor de
compostos fenodlicos de 8,84 g.L' e atividade antioxidante de 144,4 umol.100 mL"’!
pelo método DPPH e 348,7 umol.100 mL-! pelo método ABTS.

Tabela 1 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante da bebida kefir de agua
fermentada em trés tipos de agucares (cristal, demerara e mascavo) em 5 °Brix a 30°C

Fendlicos ABTS DPPH
Amostras

g GAE.L" pmol TEAC.100 mL'  umol TEAC.100 mL""
MO 8,84+1,14 , 348,7+30,0 4 144,442 2 ,
M1 1,35+0,14 » 324,3+42,6 4 56,9+1,2
M2 1,4010,14 » 261,2+34,8 60,6+1,1
DO 0,35+0,06 46,615,7 ¢ N/A
D1 0,15+0,01 4 43,0+4,7 4 N/A
D2 N/A 32,1+1,8 ¢ N/A
Co 0,20+0,08 4 62,11£3,1 ¢ N/A
C1 0,05+0,01 ¢ 48,615,7 ¢ N/A
C2 N/A 47,044.8 ¢ N/A

Fonte: elaboragéo propria (2023). Valores descritos em média de analises em triplicata + desvio padrao.
MO = kefir com agucar mascavo 0 h; M1 = kefir com agucar mascavo 24 h; M2 = kefir com acgucar
mascavo 48 h; DO = kefir com agucar demerara 0 h; D1 = kefir com aglcar demerara 24 h; D2 = kefir
com agucar demerara 48 h; CO = kefir com acucar cristal 0 h; C1 = kefir com acgucar cristal 24 h; C2 =
kefir com acgucar cristal 48 h; N/A = ndo houve compostos fendlicos e/ou atividade antioxidante. As
médias na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes a p<0,05 de acordo
com o teste de Tukey.

Segui et al. (2015) analisaram a influéncia de diferentes tipos de agucares
(cristal, mascavo, rapadura e melago) na fermentagao do kefir de agua. Os resultados
mostraram que o agucar cristal ndo apresentou compostos fendlicos em sua

composicao e a atividade antioxidante pelos métodos ABTS néo obteve resultado. Por
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outro lado, o agucar mascavo teve valores moderados de compostos fendlicos (0,37-
0,81 mg.g"') e capacidade antioxidante pelo método ABTS (620 a 720 ymol.100 mL"
). A rapadura por sua vez obteve um aumento significativo, tanto em compostos
fenolicos (1,02 a 2,50 mg.g™') quanto na capacidade antioxidante pelo método ABTS
(720 a 21800 umol.100 mL"). Porém, o maior valor foi observado na amostra
fermentada com melaco, que apresentou um teor de compostos fendlicos de 3,26
mg.g™' e atividade antioxidante pelo método ABTS de 20600 e 28500 umol.100 mL™".

O acucar mascavo quando comparado aos agucares cristal e demerara possui
um valor nutricional superior tanto em vitaminas quanto em minerais (Cifuentes et al.,
2021; Zidan; Azlan, 2022). Barreira et al. (2020) avaliaram amostras de agucares n&o
refinados e o teor de compostos fendlicos encontrado foi de 0,58 a 3,64 mg.g' e a
atividade antioxidante pelo método ABTS apresentou valores de 2,1 a 13,3 pmol
Trolox.g'. Além disso os autores identificaram os compostos fendlicos acido
clorogénico, cafeico, cumarico, ferulico, cinamico, luteolina, tricina, apigenina e
flavonas por High Performance Liquid Chromatograph (HPLC).

As amostras de kefir de agua desse estudo apresentaram redugao no teor dos
compostos fenolicos (amostra M = 1,40-1,35 g.L™") e na atividade antioxidante pelo
método DPPH (amostra M = 60,6-56,9 pmol.100 mL-") e pelo método ABTS (amostra
M = 324,3-261,2 umol.100 mL") em 24-48 h.

A reducao no teor dos compostos fendlicos e na atividade antioxidante do kefir
de agua pode estar relacionada a formacéo de espécies reativas de oxigénio, dessa
forma, os radicais livres formados sdo neutralizados pelos compostos antioxidantes
presentes na bebida, o que reduz sua concentragdo no decorrer da fermentacao
(Hampton et al., 2021). Ozcelik et al. (2021) mostraram que o teor dos compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante do kefir de agua foram influenciados pelo tempo
de fermentagdo, que reduziram os niveis ao longo do tempo, indicando uma
sensibilidade desses compostos a uma exposig¢ao prolongada.

Velazquez-Quiniones et al. (2021) avaliaram a fermentac&o do tepache de maca
(bebida de fermentac&o natural) com a adi¢gao de gréos de kefir de agua. As amostras
foram submetidas a uma fermentacao prolongada de 168 h e os resultados revelaram
uma que as amostras de tepache de macad fermentadas com grdos de kefir
apresentaram uma maior capacidade antioxidante em relagdo as amostras de
fermentacao esponténea. Assim, o tepache de macga fermentado com gréos de kefir
apresentou atividade antioxidante pelo método ABTS de 144,2 mM.mL-' em 144 h.
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Talib et al. (2019) isolaram Lactobacillus de amostras de kefir de agua na
Malasia e analisaram a capacidade antioxidante do microrganismo, relatando a
inibicdo do radical DPPH entre 48,43 e 76,79 %. Com base nesses resultados, os
autores sugeriram que os lactobacilos podem ser empregados como antioxidantes
naturais, devido a capacidade desses microrganismos de sintetizar naturalmente
compostos antioxidantes.

Pacularu-Burada et al. (2022) reportaram que a atividade metabdlica das
bactérias e leveduras durante o processo de fermentacdo do kefir resultaram na
liberacdo de novos compostos bioativos como os acidos fendlicos e os acidos
organicos. A composi¢ao dos agucares utilizados, bem como a adi¢do de frutas e
legumes durante a fermentac&o do kefir tendem a aumentar e estabilizar o teor de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante da bebida (Cevik et al., 2019; Laureys
et al., 2021).

Neste estudo, observou-se que a fermentagdo do kefir de agua com agucar
mascavo nao apenas aumentou significativamente os valores de compostos fendlicos,
mas também enriqueceu o perfil nutricional da bebida, com caracteristicas
antioxidantes. Esse enriquecimento sugere que o agucar mascavo é uma fonte rica
em compostos bioativos, conforme indicado na Tabela 1, que oferecem efeitos
protetores contra o estresse oxidativo. Assim, a escolha do agucar mascavo como
substrato fermentativo representa uma estratégia valiosa para o desenvolvimento de

bebidas funcionais com propriedades antioxidantes aprimoradas

4.3 CARACTERIZAGCAO DA MORFOLOGIA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS
DO KEFIR DE AGUA

Foram isolados 105 microrganismos do kefir de agua (Grafico 4) identificados
morfologicamente por coloragdo de Gram. As bactérias com morfologia de bacilos
foram o grupo com maior numero de isolados (n = 56, representando 53,33 %),
seguidos pelas leveduras com 23 isolados (21,90 %), 13 isolados eram bactérias com
morfologia de cocos (12,38 %) e 13 isolados eram microrganismos simbi6ticos (12,38
%). O grupo classificado como simbidtico foram aqueles isolados em que nao foi
possivel separar os microrganismos, apos sucessivas etapas de diluigdes e tentativas
de isolamento sem sucesso, assim, eles foram categorizados como simbiobticos.

Todos os 105 microrganismos foram testados quanto a atividade antimicrobiana e a



50

maioria dos microrganismos (n = 87, representando um total de 82,85 %)
apresentaram halos de inibigdo. Os 40 isolados (38,09 %) que apresentaram as
maiores atividades antagonistas contra as bactérias patogénicas foram enviados para

sequenciamento genético.

Grafico 4 - Identificagdo dos microrganismos isolados do kefir de agua

Microrganismo isolados do Kefir de agua (n=105)
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Fonte: Autoria propria (2023).

Arrieta-Echeverri et al. (2022) isolaram 95 microrganismos do kefir de agua e a
composi¢cado dos isolados foi de 73,7 % de bactérias e 26,3 % de leveduras. No
decorrer do processo de fermentacao (de 18 a 72 h) foram observadas alteragdes na
comunidade microbiana. Os Lactobacillus representaram 80-90 % da composig¢ao
microbiana em 24 h e as BAA nao foram detectadas inicialmente, mas representaram
aproximadamente 40 % da composi¢ao microbiana apds 34 h de fermentagdo. Kazou
et al. (2021) destacaram a variagao significativa nas popula¢des de BAL e leveduras
durante a fermentacgao do kefir, com BAL variando entre 5,32 e 9,60 log UFC.mL" e
leveduras entre 2,49 e 7,80 log UFC/mL"".

Limbad et al. (2023) analisaram o comportamento da microbiota do kefir por 96
h fermentagao, com sacarose, glicose e agua de coco. Foi observado que as bactérias
e leveduras apresentaram melhor crescimento na presenca de sacarose, além disso
as BAA cresceram melhor na presenca do acido lactico. Isso demonstra que a
dindmica da microbiota do kefir é influenciada pelas etapas da fermentagao e pela
presenca de nutrientes essenciais (Zaninni et al., 2022).
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Wilches-Lopez et al. (2023) reportaram que existem diferengas significativas
nas populagdes de microrganismos nos gréos de kefir de agua com base na origem
geografica e nos substratos utilizados para o cultivo. Os autores observaram que os
componentes nutricionais do substrato da fermentacéo selecionaram certas espécies,
potencializando seu crescimento em relagdo aos outros microrganismos e

influenciando a constituigdo final dos metabdlitos produzidos.

4.4 |IDENTIFICAGCAO GENETICA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO KEFIR
DE AGUA

A identificacdo genética dos 40 microrganismos isolados do kefir de agua com
as maiores atividades antagonistas contra as bactérias patogénicas esta apresentada
no Quadro 2.

Quadro 2 - Identificagdo genética dos microrganismos isolados de kefir de agua e
com base no sequenciamento de DNA de alto desempenho

Familia Sequenciamento
Acetobacteraceae V3/V4 do gene 16S rRNA
Género Espécie Isolado Id
Acetobacter troplicalis 100 % | 231005245976.1.1.1_1 28001
Acetobacter Acetobacter troplicalis 100 % | 231005245977.1.1.1_1 29098
Acetobacter 100 % | 230815230112.1.1.1_1_1137
Acetobacter 5% 231005245975.1.1.1_1 8020
Gluconobacter / Acetobacter tropicalis ~ 2.8% | 231005245975.1.1.1_1_8021
Acetobacter
Gluconobacter 92.4 % | 231005245975.1.1.1_1_2_7458
Gluconobacter 100 % | 230815230111.1.1.1_1_2827
Gluconobacter 100 % | 230815230114.1.1.1_1_3058
Gluconobacter 100 % | 230815230115.1.1.1_1_13142
Gluconobacter 100 % | 230815230116.1.1.1_1_8143
Gluconobacter Gluconobacter 100 % | 230815230126.1.1.1_1_ 12534
Gluconobacter 100 % | 230815230127.1.1.1_1_19605
Gluconobacter 100 % | 231005245965.1.1.1_1_24966
Gluconobacter 100 % | 231005245966.1.1.1_1_31865
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Familia Sequenciamento
Acetobacteraceae V3/V4 do gene 16S rRNA
Género Espécie Isolado Id

Gluconobacter 100 % | 231005245967.1.1.1_1_18920

Gluconobacter 100 % | 231005245973.1.1.1_1_38681

Gluconobacter 100 % | 231005245974.1.1.1_1_31124

Gluconobacter 100 % | 231005245980.1.1.1_1_28353

Gluconobacter 100 % | 231005245981.1.1.1_1_38372

Gluconobacter oxydans 100 % 230815230121.1.1.1_1_3889

Gluconobacter oxydans 100 % 230815230123.1.1.1_1_1907

Gluconobacter oxydans 100 % 230815230124.1.1.1_1_6172

Gluconobacter oxydans 100 % 230815230128.1.1.1_1_6305

Gluconobacter oxydans 100 % 230815230129.1.1.1_1_3813

Gluconobacter oxydans 100 % | 231005245968.1.1.1_1_26858

Gluconobacter / Gluconobacter %000 | 230815230125.1.1.1_1_11622
komagataeibacter komagataeibacter 5.45% | 230815230125.1.1.1_1_2 670
Komagataeibacter 100 % | 231005245969.1.1.1_1_29692

Komagalaeibacter Komagataeibacter 100 % | 231005245971.1.1.1_1_35303

Familia Sequenciamento
Lactobacillaceae V3/V4 do gene 16S rRNA
Género Espécie Isolado Id

Gluconobacter/ Acetobacter troplicalis 51.8 231005245975.1.1.1_1_8020
Lactobacillus Lactobacillus mali 483 | 231005245975.1.1.1_2 7459
Lactobacillus mali 100 % | 230815230113.1.1.1_1_2130

Lactobacillus 100 % | 230815230110.1.1.1_1_9946

Lactobacillus 100 % | 230815230117.1.1.1_1_6515

Lactobacillus Lactobacillus 100 % 230815230118.1.1.1_1_2361
Lactobacillus 100 % | 230815230119.1.1.1_1_7732-2

Lactobacillus 100 % | 230815230120.1.1.1_1_4218
Lactobacillus 100 % | 230815230122.1.1.1_1_4770-2
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Familia Sequenciamento
Saccharomycetaceae Regido espagadora ribossomal ITS1

Género Espécie Isolado Id
Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae | 100 % 231128244613
Pichia Pichia membranifaciens 100 % 231128244614
Hanseniaspora vineae 100 % 231128244611

Hanseniaspora Hanseniaspora vineae 100 % 231128244612
Hanseniaspora vineae 100 % 231128244609

Brettanomyces Brettanomyces 100 % 231128244616

Fonte: Autoria prépria (2023). Sequenciamento elaborado por BIOMEHUB.

O sequenciamento genético de 40 microrganismos isolados do kefir identificou
65,0 % de bactérias do acido acético (BAA), 17,5 % de bactérias do acido lactico (BAL)
e 15 % de leveduras. As BAA (65,0 %) foram compostas pelos géneros Gluconabacter
(n=19; 47,5 %), Acetobacter (n = 3; 7,5 %), Komagataeibacter (n = 3; 7,5 %), e pelas
simbidticas Gluconabacter / Acetobacter (n = 1; 2,5 %) e Gluconabacter /
Komagataeibacter (n = 1; 2,5 %). As BAL (17,5 %) foram identificadas como
Lactobacillus (n =7; 17,5 %), e a composigao das leveduras (15 %) foi Brettanomyces
(n=1;2,5 %), Hanseniaspora (n = 3, 7,5 %), Pichia (n = 1; 2,5 %) e Saccharomyces
cerevisiae (n = 1; 2,5 %). Um isolado simbidtico (2,5 %) apresentou uma composi¢ao
com bactérias de familias distintas, Gluconabacter / Lactobacillus (n = 1; 2,5 %).

Zaninni et al. (2023) observaram que os géneros Acetobacter e Gluconobacter
foram dominantes nas bebidas de kefir de agua fermentadas com frutas. Azi et al.
(2020) identificaram Lactobacillus, = Saccharomyces cerevisiae e Pichia
membranifaciens como 0s principais microrganismos predominantes em uma bebida
a base de soro de soja fermentada por gréos de kefir de agua. Kumar et al. (2021)
avaliaram a composi¢cao das bactérias presentes no kefir e observaram 93,8 % de
bactérias do acido lactico e somente 5,9 % de bactérias do acido acético. A espécie
mais abundante foi Lactobacillus hilgardii (43,0 %). Outras espécies de lactobacilos
presentes foram: Lactobacillus harbinensis (4,4 %), Lactobacillus satsumensis (1,7 %)
e Lactobacillus zeae (1,1 %). As espécies de BAA presentes foram Acetobacter
lovaniensis (2,1 %), Acetobacter tropicalis (1,4 %), Gluconobacter oxydans (0,3 %) e
Komagataeibacter hansenii (0,1 %).

A composi¢cado microbiana do kefir de agua é influenciada por varios fatores,
incluindo a natureza dos gréos de kefir e as condigdes de fermentagdo. Arrieta-
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Echeverri et al. (2022) e Cufaoglu e Erdinc (2023) destacaram a diversidade
microbiana do kefir de agua, com alteragdes significativas das populagdes observadas
durante o processo de fermentacao. Esta diversidade microbiana € fundamental para
as caracteristicas sensoriais e funcionais do kefir.

Os resultados deste estudo estdo alinhados a literatura anterior, destacando a
importancia da composicdao microbiana do kefir na fermentacéo e nas propriedades
antimicrobianas da bebida. A identificagdo genética dos microrganismos isolados do
kefir de agua revelou uma rica diversidade e destacou uma maior proporgédo de BAA
entre 0os microrganismos identificados, que se destacam por serem grandes
produtores de acido acético e celulose bacteriana, além de participarem da sintese e
degradacgéao diversos compostos durante a fermentagédo (Hata et al., 2022; Lynch et
al., 2019). Esses dados reforcam a necessidade de explorar o impacto desses
microrganismos como potenciais agentes terapéuticos na saude humana e suas

possiveis aplica¢des industriais.

4.5 TESTE DE ANTAGONISMO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO KEFIR
DE AGUA

A tabela 2 apresenta capacidade antagonista dos microrganismos isolados do
kefir de agua. Observou-se que dentre os 105 microrganismos isolados, 67 (63,80 %)
exibiram inibicdo contra A. baumannii (11,28 a 32,63 mm), 66 (62,85 %) contra P.
aeruginosa (10,81 a 26,87 mm), 76 (72,38 %) contra E. faecalis (7,57 a 29,35 mm) e
56 (53,33 %) contra L. monocytogenes (10,77 a 27,93 mm).

Tabela 2 - Avaliagao da capacidade inibitéria dos microrganismos isolados do kefir de
agua contra A. baumannii, P. aeruginosa, E. faecalis e L. monocytogenes
_ Halos de inibigao (mm)
Isolado (N=105) A. baumannii P. aeruginosa E. faecalis L. monocytogenes

Id Nome (n=67) (n=66) (n=76) (n=56)

1 Acetobacter 21,77+0,38 19,97%+0,19 16,00*=0,30 21,58+1,42
2 Acetobacter troplicalis 2410£1,26 12,90£0,39 16,01*0,26 16,01=0,67
3 Acetobacter troplicalis 21,42*+0,39 17,65*=0,76 15,32+0,76 12,70+0,07
4 Gluconobacter 15,73*£0,98 17,95£1,95 15,50+0,99 16,03+=0,45
5 Gluconobacter 22,91=£0,01 18,12*=1,04 18,87=*0,60 20,78+0,85
6 Gluconobacter 25,34+0,12 18,37+0,23 17,80+0,19 15,50+0,87
7 Gluconobacter 21,11£2,02 18,46=*0,38 25,76=+0,89 27,93%0,61
8 Gluconobacter 2422+1,09 19,39+£2,97 1597+3,24 15,48 +3,01
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Halos de inibigao (mm)

Isolado (N=105)

A. baumannii P. aeruginosa E. faecalis L. monocytogenes

Id Nome (n=67) (n=66) (n=76) (n=56)

9 Gluconobacter 20,96+0,63 20,28+0,68 26,55*0,69 16,60+3,23
10 Gluconobacter 18,99+£0,57 21,04+1,75 21,48+1,21 17,66+1,56
11 Gluconobacter 24,05+0,22 21,04*=1,41 19,07=1,30 17,17+0,61
12 Gluconobacter 18,65+2,31 21,06+=1,03 24,26*3,66 11,05%+0,73
13 Gluconobacter 25,27£1,02 21,07+=1,00 26,57+1,16 15,93%+0,58
14 Gluconobacter 32,63+2,91 21,23%£0,17 20,86+0,70 17,51+=0,39
15 Gluconobacter 28,29*£0,53 21,68*+0,42 28,45+0,86 16,96+4,95
16 Gluconobacter 31,90t1,22 23,01£1,55 28,14+1,96 17,70+0,62

Gluconobacter /
17 Acetobacter / Acetobacter 18,50*=1,33 19,63+0,4 15,47+0,71 12,84+1,25
tropicalis
18 Gluconobacter / 17,63+0,06 18,27+0,75 21,03+046  14,33+0,75
komagataeibacter

19  Gluconobacter oxydans 16,77=+0,26 18,37+0,5 17,72%+0,31 15,42+0,21
20  Gluconobacter oxydans  25,67*=14 20,53*+0,67 23,95+1,29 16,68+0,31
21 Gluconobacter oxydans 27,63+=0,66 20,84*+0,3 29,35+0,88 18,44+0,20
22  Gluconobacter oxydans 24,78+1,10 23,58+0,51 18,35%0,9 17,65*=0,49
23  Gluconobacter oxydans 28,15%+2,04 23,94*0,78 25,91+0,42 21,46+2,98
24  Gluconobacter oxydans 21,55+1,05 24,89+0,41 16,6%=0,73 20,57+£1,17
25 Komagataeibacter 2498+1,07 1544+0,62 19,15%£1,28 16,51£0,86
26 Komagataeibacter 2091*=1,10 16,59*+0,48 15,52+0,78 12,31%£0,25
27 Lactobacillus 24,46+0,31 17,54*£0,47 19,74+1,37 20,42+1,68
28 Lactobacillus 22,83+1,29 18,43*£0,63 19,2+1,78 10,93+0,92
29 Lactobacillus 22,48+0,21 19,65*£2,05 18,42+1,69 17,84+0,11
30 Lactobacillus 24,79+0,89 19,80*£1,03 19,23+0,52 16,97 1,55
31 Lactobacillus 2540+045 21,16%£1,91 17,38%0,62 17,01*£5,76
32 Lactobacillus 25,39+0,43 22,57+t1,7 15,27+0,98 10,75+0,76
33 Lactobacillus mali 24,53+=0,7 24,150,944 25,35+1,45 N/A

34 Acetobactertroplicalis/ o5 01001 2027+156 18324049  1652+078

Lactobacillus mali
35 Brettanomyces 27,31£0,02 24,26+0,27 20,17+0,87 18,39+0,32
36 Hanseniaspora vineae 24,23*=0,74 15,77+=2,69 18,36+0,76 18,65+0,54
37 Hanseniaspora vineae 19,02%+1,32 20,02+0,24 16,03*0,4 12,93+1,02
38 Hanseniaspora vineae 27,95*£0,78 20,72+2,34 21,68*1,14 11,27%0,24
39 Pichia membranifaciens 1571140 16,58+2,70 12,02+0,55 17,32+0,10
40 Saccharomyces 11,460,78  10,81+0,90 15,74+0,56  16,82+0,84
cerevisiae

41 Bacilo_41 N/A N/A 22,42+1,07 N/A

42 Bacilo_42 18,50*=2,58 N/A 17,60+1,51 N/A

43 Bacilo_43 N/A N/A 15,15+2,02 N/A

44 Bacilo_44 11,28+0,52 N/A 11,72+0,69 N/A

45 Bacilo_45 N/A N/A 11,15+0,72 N/A

46 Bacilo_46 28,86+0,81 N/A N/A N/A

47 Bacilo_47 N/A 11,97+0,74 N/A 11,93+1,28
48 Bacilo_48 19,96+1,74 12,90+0,63 18,20+0,72 15,19+0,41
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Isolado (N=105)

Halos de inibigao (mm)

A. baumannii P. aeruginosa E. faecalis L. monocytogenes

Id Nome (n=67) (n=66) (n=76) (n=56)
49 Bacilo_49 16,59+0,38 17,72+1,62 17,03+0,20 21,30+1,40
50 Bacilo_50 25,01+£0,73 19,42+4,08 26,35+0,50 N/A

51 Bacilo_51 27,7+2,22 21,12+0,22 14,27+0,68 15,91+0,73
52 Bacilo_52 12,79+0,44 23,19+0,21 N/A N/A

53 Bacilo_53 N/A 25,20+2,72 21,46+0,64 15,55+1,28
54 coco_54 23,16+0,5 N/A 20,16+0,7 N/A

55 coco_55 N/A 13,61£0,79 7,37+0,23 N/A

56 coco_56 N/A 14,28+0,26 10,44+0,49 N/A

57 coco_57 17,10=0,76 14,61*+0,29 4,71+8,16 7,77+5,03
58 coco_58 13,10+0,66 15,50+0,75 14,28+3,99 N/A

59 coco_59 13,12+0,31 15,79+0,45 13,99+0,80 N/A

60 coco_60 17,63*=0,34 21,02+0,31 19,08+3,70 14,18 +4,46
61 coco_61 14,27+0,27 22,54+0,44 N/A N/A

62 coco_62 14,27+£0,25 26,87+3,07 N/A 16,07 +1,01
63 Levedura_63 N/A N/A 18,52+0,82 N/A

64 Levedura 64 N/A N/A 14,99+0,21 N/A

65 Levedura_65 N/A N/A 14,46+0,28 N/A

66 Levedura 66 N/A N/A 13,84+0,07 N/A

67 Levedura 67 N/A N/A 13,46+1,09 N/A

68 Levedura 68 16,37 0,26 N/A 13,00*=0,67 N/A

69 Levedura_69 11,22+0,95 N/A N/A N/A

70 Levedura_70 12,47+0,59 N/A N/A N/A

71 Levedura 71 14,51+0,04 N/A N/A N/A

72 Levedura_72 43,53+5,69 N/A N/A N/A

73 Levedura 73 N/A 887t768 413*+7,16 N/A

74 Levedura_74 13,50+0,64 14,36+0,88 16,48+0,46 13,91+0,17
75 Levedura_75 16,28+1,47 22,80+0,79 N/A 22,74+1,93
76 Levedura_76 21,71+£227 22,87+1,42 14,11+1,85 15,72+0,19
77 Levedura_77 N/A 26,39+1,86 14,52+0,19 15,58+1,25
78 Simbidtico_78 N/A N/A 14,90=0,10 N/A

79 Simbiético_79 N/A N/A 18,33+0,83 N/A

80 Simbiético_80 N/A N/A 18,31+1,38 N/A

81 Simbidtico_81 12,97 +0,58 N/A 14,09+0,81 N/A

82 Simbidtico_82 11,92+0,84 11,34+0,37 N/A N/A

83 Simbidtico_83 N/A 14,402,176 19,50+1,71 11,45+1,26
84 Simbidtico_84 32,31+0,72 17,86*+0,57 16,38*=1,21 21,03+0,68
85 Simbiético_85 N/A 18,47+1,25 14,92+0,33 16,43+1,22
86 Simbidtico_86 32,03+2,04 19,361,6 23,99+0,39 12,47+2,24
87 Simbiético_87 N/A 24,02+5,24 21,58=+0 14,19+1,36
88 Bacilo_88 N/A N/A N/A N/A

89 Bacilo_89 N/A N/A N/A N/A

90 Bacilo_90 N/A N/A N/A N/A

91 Bacilo_91 N/A N/A N/A N/A

92 Bacilo_92 N/A N/A N/A N/A
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Halos de inibigao (mm)
A. baumannii P. aeruginosa E. faecalis L. monocytogenes

Isolado (N=105)

Id Nome (n=67) (n=66) (n=76) (n=56)
93 Bacilo_93 N/A N/A N/A N/A
94 Bacilo_94 N/A N/A N/A N/A
95 Bacilo_95 N/A N/A N/A N/A
96 Bacilo_96 N/A N/A N/A N/A
97 Bacilo_97 N/A N/A N/A N/A
98 Simbidtico_98 N/A N/A N/A N/A
99 Simbidtico_99 N/A N/A N/A N/A
100 coco_100 N/A N/A N/A N/A
101 coco_101 N/A N/A N/A N/A
102 coco_102 N/A N/A N/A N/A
103 coco_103 N/A N/A N/A N/A
104 Levedura 104 N/A N/A N/A N/A
105 Levedura 105 N/A N/A N/A N/A

Fonte: Autoria prépria (2023). (N) total de microrganismos isolados. (n) total de microrganismos com
atividade inibitéria. N/A = ndo houve halo de inibigcdo. Analise realizada em triplicata e valores expressos
em Média (Desvio Padrao) dos halos de inibigao medidos em milimetro (mm). Imagens dos testes de

antagonismo estdo disponiveis no Apéndice N.

Gut et al. (2022) avaliaram a inibigdo do crescimento de Salmonella pelos
metabalitos antimicrobianos produzidos pelas leveduras Kluyveromyces lactis e
Saccharomyces unisporus, ambas isoladas de graos de kefir. Os resultados
mostraram a sintese de proteinas como lactotransferrina e mucina-1e
lactoperoxidase, e a sintese alcool, que apresentaram efeito inibitério no crescimento
dessa bactéria patogénica. Gonzaléz-Orozco et al. (2023) observaram que os
lactobacilos isolados do kefir de agua (L. kefiranofaciens, L. helveticus e L. kefiri)
apresentaram tolerancia ao pH acido e a presenca de sais biliares, além de sintetizar
proteinas antimicrobianas.

Ellatif et al. (2022) testaram a capacidade antimicrobiana dos metabdlitos
produzidos durante a fermentacao do kefir de agua e obtiveram as seguintes taxas de
inibicdo do crescimento microbiano: Klebsiella pneumoniae (36,80 %), Salmonella sp.
(30,85 %), E. coli (23,70 %), e Pseudomonas aeruginosa (18,60 %) (bactérias Gram-
negativas) e Streptococcus mutans (28,60 %) e Staphylococcus aureus (27,40 %)
(bactérias Gram-positivas).

Em nosso estudo, os microrganismos isolados do kefir de agua mostraram uma
forte capacidade antagonista contra bactérias patogénicas responsaveis por diversas
doencgas. Varios estudos reportaram resultados similares da atividade antimicrobiana
de microrganismos que foram isolados do kefir contra cepas patogénicas (Ellatif et al.,
2021; Gonzalez-Orozco et al., 2023; Tan et al., 2022). Além disso, estudos atribuiram
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a atividade antimicrobiana aos metabdlitos produzidos pelos microrganismos do kefir
durante a fermentagcdo como bacteriocinas, EPS, peptideos bioativos e perdxido de
hidrogénio, além de acidos orgénicos e compostos volateis (Afifi et al., 2020;
Gonzalez-Orozco et al., 2022; Gut et al., 2022; Marques et al., 2020).
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5 CONCLUSAO

As melhores condigbes para a produgao da bebida kefir de agua foram: 10 %
(p/v) de graos de kefir adicionados em uma solugé&o de agua e agucar mascavo a 5
°Brix. Assim, os graos fermentados a 30 °C tiveram maior taxa de crescimento em
comparagao com a temperatura de 25 °C e os gréos fermentados com concentragéo
de acgucar a 5 °Brix tiveram maior taxa de crescimento em comparagdo com a
concentracao de agucar a 10°Brix. O kefir de agucar mascavo apresentou os maiores
valores de compostos fendlicos e a atividade antioxidante em relagdo as bebidas
elaboradas com agucares demerara e cristal.

A maioria dos microrganismos isolados do kefir de agua (87/105, 82,85 %)
apresentaram atividade antagonista contra as bactérias patogénicas testadas,
exibindo halos de inibigdo do crescimento de A. baumannii, P. aeruginosa, E. faecalis
e L. monocytogenes.

Assim, os microrganismos isolados do kefir de agua mostraram notavel
capacidade em inibir uma variedade de bactérias patogénicas. A composi¢céo
microbiana diversificada do kefir, incluindo bactérias acéticas, bactérias lacticas, e
leveduras, contribui para a sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, tornando-
o0 uma alternativa natural promissora para combater microrganismos patogénicos.
Identificar os isolados que apresentam atividade antagonista pode contribuir com
pesquisas futuras e fornecer evidéncias cientificas sobre as propriedades probidticas
do kefir. Além de, permitir que novos compostos antimicrobianos ou novas estratégias
terapéuticas sejam desenvolvidas contra microrganismos patogénicos resistentes.

Para estudos futuros seréo realizados os testes de estabilidade frente ao pH
estomacal e intestinal, resisténcia as enzimas digestivas e a presenca de sais biliares
com os microrganismos isolados do kefir que apresentaram atividade antagonista e
foram caracterizados como probiéticos. Esses microrganismos podem ser explorados
isoladamente tanto nas industrias farmacéuticas como nas industrias alimenticias,

com possibilidades de aplicagdes diversas.
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APENDICE

Apéndice A - Curva padrdo para ADNS

Agua (mL) Glicose (mL) ADNS (mL) Absorbancia

(540 nm)
0,8 0,2 2 0,162 0,100
0,6 0,4 2 0,270 0,416
0,4 0,6 2 0,432 0,945
0,2 0,8 2 0,540 1,308
Fonte: elaboragéo propria (2023).
Apéndice B - Curva padrdo de compostos fendlicos
Solugido de Agua . e o
Acido gilico  destilada  COncentragéo Final Absorbancia
(uL) (uL) J
200 8300 0,02 0,208
400 8100 0,04 0,429
600 7900 0,06 0,631
800 7700 0,08 0,832
1000 7500 0,10 1,049
Fonte: elaboragéo propria (2023)
Apéndice C - Curva padréao para DPPH
Solugéo Trolox  Alcool etilico Concentragao Final A
2mM. (L) (L) (M) Absorbancia (517 nm)
0,910
50 950 100 0,900
100 900 200 0,844
200 800 400 0,730
300 700 600 0,623
400 600 800 0,501
500 500 1000 0,371

Fonte: elaboragéo propria (2023)

Apéndice D - Curva padrido para ABTS

Trolox (30 L) + ABTS

Solugao Trolox Alcool etilico Concentracéo Final
2mM  (mL) (mL) (M) (3000L)
Absorbancia (734 nm)

50 950 100 0,675

250 800 400 0,524

500 650 700 0,382

750 500 1000 0,225

1000 350 1300 0,071

Fonte: elaboragao propria (2023)



Apéndice E - Graficos de curvas padrboes de ADNS,

Fendlicos, DPPH e ABTS
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Fonte: Elaboragao propria (2023)
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Apéndice F - Valores de média e desvio padrdo da taxa de crescimento dos gréos de
kefir fermentados em concentracdo de agucar a 5 °Brix e temperaturas de 25 e 30 °C
por24 e 48 h

Peso dos Graos Taxa de Crescimento dos Graos
(9) (%)
Oh 24 h 48 h 24 h 48 h

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
M 10,00 11,33 0,15 12,68 0,17 13 % 0,2 14 % 0,2
25°C D 10,00 1045 0,07 1266 0,09 5% 0,0 22 % 0,2
C 10,00 11,13 0,14 12,55 0,21 11 % 0,1 14 % 0,2
M 10,00 14,05 0,44 18,56 0,32 41 % 1,3 45 % 0,8
30°c D 10,00 13,76 0,37 17,39 0,72 38 % 1,0 36 % 1,5
C 10,00 1454 019 1766 0,63 45 % 0,6 31 % 1,1

Fonte: elaboragao propria (2023). Valores descritos como média e desvio padrdao de analises em
triplicata. M= acucar mascavo. D= agUcar demerara. C= agucar cristal.

Apéndice G - Valores de média e desvio padrao da taxa de crescimento dos gréaos
de kefir fermentados a 30 °C em concentracdes de acucar de 5 e 10 °Brix por 24 e 48
h

Peso dos Graos (g) Taxa de Crescimento dos Graos (%)
24 h 48 h 24 h 48 h
Oh MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP
M 10,00 14,05 0,44 18,56 032 41% 1,3 45 % 1,0
D 10,00 13,76 0,37 17,39 0,72 38% 1,0 36 % 2,0
5°Brix C 10,00 14,54 0,19 17,66 0,63 45% 0,6 31 % 1,0
M 10,00 10,52 0,34 13,06 022 5% 0,2 25 % 0,0
D 10,00 11,18 1,61 10,87 0,65 12% 1,7 -3 % 0,0
10°Brix C 10,00 12,08 1,73 10,68 031 21% 3,0 -14 % 0,0

Fonte: elaboragao propria (2023). Valores descritos como média e desvio padrdao de analises em
triplicata. M= acucar mascavo. D= acucar demerara. C= agucar cristal.

Apéndice H - Valores de média e desvio padrao da acidez total (g.L-1) das amostras
de kefir de agua

Amostras 24 h 48 h
° Brix Média DP p<0,05 Média DP p<0,05
KM 0,18 0,01 a 0,47 0,01 a
KD 5 0,10 0,01 b 0,20 0,00 b
KC 0,09 0,00 b 0,24 0,01 c
KM 0,11 0,00 c, b 0,50 0,02 d
KD 10 0,08 0,01 d,b 0,12 0,01 e
KC 0,06 0,01 d 0,10 0,01 e

Fonte: elaboragao propria (2023). Valores descritos como média e desvio padrdao de analises em
triplicata. KM= kefir com agucar mascavo. KD= kefir com agucar demerara. KC= kefir com agucar cristal.
As médias na mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes a p<0,05 de acordo
com o teste de Tukey
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Apéndice | - Valores de média e desvio padrdo do pH das amostras de kefir de agua

Amostras 0Oh 24 h 48 h
°Brix Média DP Média DP p<0,05 Média DP p<0,05
KM 6,26 0,15 3,63 0,02 a 3,70 0,04 a
KD 5 6,57 0,13 3,13 0,04 b 2,84 0,12 b
KC 6,52 0,10 3,12 0,03 b 2,77 0,03 b
KM 6,36 0,06 3,47 0,12 ac 2,75 0,04 b
KD 10 6,62 0,03 3,81 0,05 ac 3,06 0,06 c
KC 6,60 0,05 3,75 0,09 ac 3,06 0,07 c

Fonte: elaboragao propria (2023). Valores descritos como média e desvio padrdao de analises em
triplicata. KM= Kefir com agucar mascavo. KD= Kefir com aglcar demerara. KC= Kefir com agucar
cristal. As médias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes a p<0,05
de acordo com o teste de Tukey.

Apéndice J - Valores de média e desvio padrao do teor dos soélidos soluveis totais
(°Brix) das amostras de kefir de agua

5°Brix 10°Brix
Média DP p<0,05 Meédia DP p<0,05

Oh 5,00 0,00 a 10,00 0,00 a
KM 24 h 4,46 0,23 b 7,53 0,30 b, f
KD 24 h 4,53 0,11 b 8,30 0,17 c,d
KC 24 h 4,20 0,10 b, c 8,40 0,10 d
KM 48 h 4,03 0,15 c,d 6,26 0,11 e
KD 48 h 3,73 0,05 d, e 7,83 0,05 f
KC 48 h 3,43 0,11 e 7,66 0,05 f

Fonte: elaboragao propria (2023). Valores descritos como média e desvio padrdao de analises em
triplicata. KM= Kefir com agucar mascavo. KD= Kefir com agucar demerara. KC= Kefir com agucar
cristal. As médias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes a p<0,05
de acordo com o teste de Tukey.

Apéndice L - Valores de média e desvio padrao de agucares redutores, sacarose e
acucares totais do kefir de agua fermentado com agucar mascavo por e 24 e 48 h

Acgucares 24h 48 h
% %
Acucares redutores 0,67=%0,02 1,48+0,07
Sacarose 6,50+0,17 2,18+0,10
Acucares Totais 7,15+0,15 3,72+0,12

Fonte: elaboragéo prépria (2023). Valores descritos como média e desvio padréo de analises em
triplicata. M= acucar mascavo. D= acgucar demerara. C= agucar cristal.



Apéndice M - Antibiograma das bactérias patogénicas: Acinetobacter
baumannii ATCC 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,

Enterococcus faecalis ATCC 51299 e Listeria monocytogenes ATCC
7644

Elaboragao prépria (2023)
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Apéndice N - Imagens dos resultados do teste de inibigdo dos microrganismos
isolados do kefir de agua frente a cepas patogénicas

llustragao 1
Atual - 26 Atual - 24 Atual - 21 Atual -85
Anterior - 69 Anterior - 68 Anterior - 67 Anterior - 66

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragdo prépria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 2

Atual - 51 Atual - 76 Atual - 11 Atual -15
Anterior - 59 Anterior - 58 Anterior - 56 Anterior - 55

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 3
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Atual - 68
Anterior - 17

Atual - 10
Anterior - 16

Atual - 14
Anterior -19

Atual -42
Anterior - 15

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Qe
l \

Fonte: Elaboragdo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustracao 4
Atual - 17 Atual - 49 Atual - 87 Atual -/
Anterior - 44 Anterior - 42 Anterior - 41 Anterior -/

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 5
Atual - 29 Atual - 52 Atual - 32 Atual -30
Anterior - 81 Anterior - 102 Anterior - 78 Anterior - 77

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 6

Atual - 35 Atual - 6 Atual - 37 Atual -69
Anterior - 71 Anterior - 73 Anterior - 72 Anterior - 70

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 7
Atual - 73 Atual - 45 Atual - 28 Atual -63
Anterior - 4 Anterior - 3 Anterior - 5 Anterior - 7

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

LM

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragdo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 8

Gram
Atual - 16 Atual - 23 Atual - 62 Atual -40
Anterior - 54 Anterior - 53 Anterior - 52 Anterior - 50

Gram

7
w

A. baumannii -

P. aeruginosa '

\
\ @ e N
E. faecalis \ ® n

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 9
Atual - 74 Atual - 60 Atual - 70 Atual -/
Anterior - 39 Anterior - 38 Anterior - 37 Anterior -/

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 10

Atual - 84 Atual - 77 Atual - 79 Atual -1
Anterior - 32 Anterior - 31 Anterior - 30 Anterior - 29

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 11

Atual - 53
Anterior - 86

Atual - 12 Atual -/
Anterior - 85 Anterior -/

Atual -S/Id
Anterior - 82

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragédo propria
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 12

Atual - 83 Atual - 80 Atual - 41 Atual -5
Anterior - 64 Anterior - 63 Anterior - 62 Anterior - 61

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 13

Gram
Atual - S/Id Atual - 58 Atual - 14 Atual -/
Anterior - 22 Anterior - 21 Anterior - 19 Anterior -/
Gram
A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 14

Atual - 56 Atual - 47 Atual -5
Anterior - 100 Anterior - 110 Anterior - 60
o

Gram

A. baumannii

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 15

Atual - S/Id Atual - S/Id Atual - S/Id Atual -27
Anterior - 97 Anterior - 90 Anterior - 89 Anterior - 87

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 16

Atual -/ Atual - S/Id Atual - 34 Atual - S/Id
Anterior -/ Anterior - 48 Anterior - 47 Anterior - 45

Gram

A. baumannii

P. aeruginosa

E. faecalis

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.



llustragao 17

Atual - 4 Atual - S/Id Atual - S/Id Atual -31
Anterior - 43 Anterior - 88 Anterior - 65 Anterior - 75

P. aeruginosa

L. monocytogenes

Fonte: Elaboragéo propria (2023). Zonas claras ao redor dos discos de agar contendo os
microrganismos isolados do kefir representam zona de inibigdo contra as bactérias patogénicas.
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llustragao 18
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Fonte: Elaboragéao propria (2023). Coloragdo de Gram
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Fonte: Elaboragéao propria (2023). Coloragdo de Gram
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llustragao 20
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Fonte: Elaboragéao propria (2023). Coloragdo de Gram



llustragao 21

ISOLADOS IDENTIFICADOS

N

,

110 A 5 B [ b 100
111 R 16 B Gl b 100
112 Y 29 B Y32* Acetob: 100
113 R 34 B I bacillus mali 100
114 R 19 B R16P Gl b 100
115 H 49 B H72T Gl bacte 100
116 Y 40 B Y60°3 Gl bacte 100
117 A 81 B lactob 100
118 A 78 B tob 100
119 A 77 B b 100
120 Y 87 B b 100
121 A 114 B AH4 G. Oxydans 100
122 A 75 B I bacill 100
123 H 53 B H51* G. Oxydans 100
124 H 51 B H51* G. Oxydans 100
125 Y 83 B Y60°2 I bacter/ k 94.55/5.45
126 Y 84 BB Y60*3 gl bact 100
127 H 55 B g t 100
128 A 121 B G. Oxydans 100
129 H 68 B G. Oxvdans 100
Fonte: Elaboragédo prépria (2023). Microrganismos preparados para

identificacao
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llustragao 22

ISOLADOS IDENTIFICADOS

110 A 5 B lactobacill 100
111 R 16 B Gl bact 100
112 Y 29 B Y32* Acetobact 100
113 R 34 B lactobacillus mali 100
114 R 19 B R16P Glucanobacter 100
115 H 49 B H72T Gl bact 100
116 Y 40 B Y60°3 Gl bacte 100
117 A 81 B I: bacillt 100
118 A 78 B lactobacill 100
119 A 77 B lactobacill 100
120 Y 87 B lactobacill 100
121 A 114 B AH4 G. Oxydans 100
122 A 75 B lactobacill 100
123 H 53 B H51** G. Oxydans 100
124 H 51 B H51* G. Oxydans 100
125 Y 83 B Y60°2 Gl bacter/k gataeibact 94.55/5.45
126 Y 84 BB Y60*3 gl b 100
127 H 55 B gl b 100
128 A 121 B G. Oxydans 100
129 H 68 B G. Oxvdans 100

Fonte: Elaboragdo propria (2023). Microrganismos preparados para
identificacao



