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RESUMO

CONCEICAO, Renata Briat€aracterizagdo do processo fermentativo e da midbiota
envolvida na producdo do kefir de agua56p Dissertacdo (Mestrado profissional em
Agricultura organica. Universidade Federal RuraRio de Janeiro,Seropédica, RJ, 2000.

O kefir de agua é um produto fermentado com caiiatitais probidticas capaz de melhorar o
equilibrio da flora intestinal e tem sido utilizapgara acelerar os processos de decomposi¢ao
da matéria organica utilizado na preparacao detrsubs importantes para uma agricultura de
base ecologica. O kefir de dgua resulta de um psocde fermentacdo da sacarose com a
subsequente formacao de grdos. Dada a simplicidegeoducao, o kefir de agua pode ser
preparado diretamente na propriedade dando aaidgrimdependéncia evitando a aquisicéo
de produtos similares no mercado. A producdo dé kef unidade de producdo cria
motivagado para outros usos, tais como, atividadasidticas. O presente trabalho teve como
objetivo determinar as condi¢cdes de preparo da kiefiagua para obtencdo de um produto
com células viaveis capaz de ser multiplicado aimeinte pelo produtor rural. O trabalho foi
realizado no laboratério de Ecologia Microbianakaabrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ,
Brazil. Uma solucdo de acticar mascavo Arma“Z8f6, 10% e 20% mt) em agua destilada
estéril (350 mL) foi inoculada com graos de kedvddos (35 g). Procedeu-se a incubacéo das
culturas na temperatura de 28°C durante 7 diasinfraepletadas amostras ao 1, 3 e 7 dias de
incubacdo. Foram avaliados os seguintes paramenaducdo de massa de graos, pH da fase
liguida, teor de proteinas totais nas fases sd@idéquida, contagem e composi¢cdo de
microrganismos presentes na fase liquida a patouttivo nos meios MRS e DYGS. Foram
realizadas trés repeticoes para cada tratamentoaidr massa de graos foi obtida com a
concentracdo de 20% de acUcar apoOs sete dias stenmoeato. O pH decresceu ao longo do
periodo de incubacgéo, sendo o decréscimo nas pasn@4 horas maior observado nas
amostras com 5% de acgucar. Os maiores valoresotiEma da fase liquida foram observados
no inicio do periodo de incubacgéo, enquanto a jp@t@os graos aumenta gradativamente ao
longo do periodo atingindo um maximo aos 3 ou & diependendo da concentracdo de
acucar disponivel. Esses resultados sugerem gudtiplimacdo dos microrganismos ocorre
na fase liquida e, os mesmos, gradativamente, migexa 0os graos. Foi obtido um total de
25 isolados representativos de diferentes tipodanwalturais, sendo que desses, 11 foram
isolados do meio MRS e 14 do meio Dygs. O sequemsito do 16S rDNA mostrou a
presenca de sete géneros bacteriandsetfbacter Burkholderia Methylobacterium
Mucilaginibacter PseudomonasStaphylococcug Stenotrophomonasim de actinobactéria
(Microbacteriun) e um de leveduréSacharomycgs A recuperagéo dos isolados a partir das
preparacdes de kefir com 5% de acgUcar mascavo empo@s principalmente géneros
bacterianos, incluindo-se as actinobactérias, greef comuns a todas as preparacdes de kefir
independente da concentracdo de acucar disponbeteduras sO apareceram nas
concentracbes de 10 e 20% de agucar. Em termosuaissfio microbiana, 0os géneros
bacterianos foram mais comuns no inicio do pertmcubacéo, enquanto as concentracdes
de actinobactérias e leveduras aumentaram ao hegge periodo.

Palavras-chave: Kefir, probiéticos, microrganisraficsazes



ABSTRACT

CONCEICAO, Renata Briat&€haracterization of the fermentation and the microbota
involved in the production of water kefir. 56 p Dissertation (Master in Professional Organic
Agriculture. Federal Rural University of Rio de @an, Seropédica, RJ, 2000.

The water kefir is a fermented product with prol@i@haracteristics capable of improving the
condition of intestinal flora and accelerate theateposition of organic matter used in the
preparation of substrates important for an ecohldyidased agriculture. The water kefir
results from a sucrose fermentation with subseqgeait formation. Given the simplicity of
production, the water kefir can be prepared diyeatl the property giving the farmer
independence regarding the acquisition of simitadpcts on the market. The production of
kefir on the farm is capable to improve other usegh as probiotic activities. This study
aimed to determine the conditions of preparatiokedir water to obtain a product with viable
cells that can be multiplied directly by the farm&he work was performed in the laboratory
of Microbial Ecology at Embrapa Agrobiology, Serdm&, RJ, Brazil. A solution of brown
sugar ArmaZen ® (5%, 10% and 20% mv-1) in steriistiited water (350 mL) was
inoculated with washed kefir grains (35 g). Cultureubation was proceeded at 28 ° C for 7
days. Samples were collected at 1, 3 and 7 daysobation. The following parameters were
evaluated: mass production of grain, pH of theitiquhase, total protein content in solid and
liquid phases, and microorganisms counting and asitipn in the liquid phase using MRS
and DYGS culture media. Three repetitions werequeréd for each treatment. The largest
grain mass was obtained with the 20% concentraticugar after seven days of growth. The
pH decreased over the incubation period and thieekigdecrease observed during the first 24
at 5% of sugar. The largest amounts of proteitnénliquid phase were observed early in the
incubation period, while the protein of the graimsreased gradually over the period reaching
a maximum at 3 or 7 days depending upon the coratemt of sugar available. These results
suggest that the multiplication of microorganisnws in the liquid phase while they
gradually migrate to the grain. A total of 25 reg@etative isolates of different morfocultural
types was obtained: 11 were isolated from MRS nmadamd 14 from the DYGS medium.
Sequencing of the 16S rDNA showed the presencewdrsbacterial generé¢etobacter
Burkholderiag Methylobacterium Mucilaginibactey Pseudomonas Staphylococcusand
Stenotrophomonasne of actinobacteriaViicrobacteriun) and one yeastSaccharomyce@s
Recovery of preparations isolated from kefir wit# Sorown sugar presented primarily
bacterial genera, including the actinobacteria,cwiwere common to all kefir preparations
independent of the sugar concentration. Yeasts aapgeonly at 10 and 20% sugar
concentrations. The microbial succession estaldisivas characterized by the bacterial
genera being more common at the beginning of thebation period, while actinobacteria
and yeast concentrations increased over this period

Keywords: kefir; probiotics, effective microorganisms,
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1 INTRODUCAO

O kefir, originario do eslavo, significa “bem-estd# um produto com caracteristicas
probioticas capaz de melhorar o equilibrio da fliotastinal (MIGUEL, 2010) e tem sido
sugerido como capaz de acelerar os processos aenpesicdo da matéria organica. O
produto é definido como uma suspensao de micrasgesd formada por bactérias acidofilas
e leveduras consistindo em uma interagdo tipo itichi E um produto fermentado
originario das montanhas Caucasianas da Russizadtl desde a idade média (MOREIRA,
2008). Os graos do kefir de dgua sdo massas mincisas transparentes pequenas contendo
polissacarideos (dextrans) com cadeias compos@&sagde glicose (GULITZ, 2011). A
composi¢cao microbiana dos gréos de kefir variaaromé a regido de origem, o tempo de
utilizacdo, o substrato utilizado para a prolif@@gos graos e as técnicas usadas em sua
manipulacdo (WSZOLELket al, 2001; WITTHUHNet al, 2004).

No Brasil, a divulgacdo da bebida kefir é relatiesmbe nova e o seu consumo ainda é
exclusivamente artesanal, obtido a partir da fetagd@io do leite (kefir de leite) ou da
sacarose (kefir de agua). A maioria das pessoasossp pais desconhece o produto, bem
como 0s possiveis beneficios da inclusdo desteemlomprobidtico na dieta (CARNEIRO,
2010). Ja Bezerra e colaboradores (1999) comentquenembora ainda nao industrializado
no Brasil, o kefir tem conquistado adeptos em gaggides do pais. A preparacdo em escala
artesanal resulta em um produto com caracteristitsiso-quimicas, sensoriais e
microbiolégicas ainda ndo bem definidas. Carn@fidl0) também acrescenta que apesar de
formar um produto com valor nutricional e terapéutio método tradicional de obtencdo do
kefir por culturas sucessivas com reinoculacaogiass gera produtos ndo padronizados. A
composicdo da microbiota pode variar de uma pradyga outra, ocorrendo perda de
algumas cepas de leveduras ou bactérias durardguéreia de transferéncias, e também
variar em fungéo da fonte. Assim, dada a sua tigade e a necessidade da presenca de
células viaveis é dificil a manutencdo de um padéiqualidadetricto sensuNo entanto, a
aplicacdo de uma adequada combinacdo de bactéids lactica e leveduras iniciadoras
pode fornecer um kefir uniforme com propriedadesfoh@gicas e organolépticas especificas
gue, podem vir reconhecidas de modo a garantir voalupo dentro de uma faixa de
gualidade.

7

Além das propriedades probidticas sobre a saudmabBno kefir € também
considerado como um biofertilizante caracterizadp gita atividade microbiana e bioativa
gue atua nutricionalmente sobre o metabolismo akgeha ciclagem de nutrientes do solo,
sendo de baixo custo e podendo ser produmdmco pelo agricultor (CHABOUSSOU,
1985). Sob condicbes adequadas, esses microrganidgmeaéficos podem controlar
populacdes de fitopatdbgenos e/ou produzir substdnei nutrientes fundamentais para as
plantas e para o solo, representando um recursartampe para o desenvolvimento de plantas
saudaveis e contribuindo para a sustentabilidadgdeultura (KIEHL, 1998).

O kefir de agua é utilizado na preparacao de satbstrcomo por exemplo o bokashi
auxiliando o processo fermentativo e substituindmptos comerciais. Dada a simplicidade
de producédo, o kefir de 4gua pode ser preparaddadiente na propriedade dando ao
agricultor independéncia evitando a aquisicdo ae&lyins similares no mercado. Deve ser
considerado que além do custo, estes produtos eemrs estao facilmente disponiveis. A
producdo de kefir na unidade de producdo cria mgdio para outros usos, tais como,
atividades probidticas em animais domésticos ea#ugao e mesmo para consumo humano.

1



Apesar dos resultados promissores do uso dos dedkafir em sistemas organicos, ainda
existe a escassez de informacdes com relagédo agiim@dequada dos graos de kefir para o
Seu uso na agricultura.

O desenvolvimento do presente trabalho orientquetses seguintes questdes técnicas:

« Quais as condicbes adequadas de preparo de &ediapsua utilizacdo na elaboragéo
do bokashi?

« A utilizacdo de agua com sacarose em diferentgsoprdes, associado ao bindémio
tempo e temperatura de incubacéo influéncia nongdesemento do kefir de agua?

« O kefir de agua pode substituir os microrganismasearciais (inoculantes) com a
mesma eficacia?

« Qual a quantidade e concentracdo de kefir de ggara a preparacao de um bokashi
adequado?

¢ Qual a composicao da microbiota do kefir?

Neste sentido o presente trabalho tem como objeteterminar as condi¢cdes de
desenvolvimento do kefir de agua para uso comaulaate na preparacédo do bokashi.



2 HIPOTESE

. Pela sua composicdo microbiana, o kefir de aguage pauxilia com eficacia o
processo fermentativo na preparacdo do Bokashi.

. O desenvolvimento do kefir de dgua é influenciadta goncentracdo de sacarose,
pelo tempo de incubacéo e pela temperatura, eatrasoccaracteristicas.

. A composicado microbiana do kefir € bem diversifec@ddendo variar com a origem
do kefir.

3 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo determinar as condigd® preparo do kefir de agua
para obtencdo de um produto a base de microrgasisfitazes, capaz de ser multiplicado
diretamente pelo produtor rural para ser usado daiofertilizante.

3.1 Objetivos especificos

Determinar a influéncia da concentracdo de acucdop éempo de incubacdo no
preparo do kefir de agua, através da incubacagmidms de kefir de agua com trés diferentes
concentracdes de acgucar (5%, 10% e 20%), em tréxglpe incubacao (1,3 e 7 dias).

Avaliar a producdo de massa de graos, o pH daifpsda, o teor de proteinas totais
presentes nas fases sdlida e liquida e a compadéchactérias e leveduras presentes na fase
liguida, pois a fase liquida € produzida em maioangdade em relagdo aos graos e
manipulada com facilidade, podendo o produtor rutiizar o produto com frequéncia.



4 REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos anos, o sistema de producao organicaeaatilizacao de biofertilizantes
teve um grande crescimento no Brasil. Uma das ipaig caracteristicas dos biofertilizantes
€ a presenca de microrganismos responsaveis pgaddedo da matéria organica (BETTIOL
et al.,, 1998), os quais produzem maiores protegedexluzem resisténcia das plantas ao
ataque de agentes externos.

Uma das técnicas bem difundida entre os agricdtéra producédo de bokashi, um
composto organico feito com diversos tipos de €mefermentados por microrganismos
benéficos que fornecem diversos tipos de micro eronatrientes a planta. Estes
microrganismos benéficos, também chamados de eficagodem ser adquiridos
comercialmente ou via producao caseira, tais cordefo, um produto com caracteristicas
probiéticas, capaz de melhorar o equilibrio, coemliém acelera a decomposi¢cdo da matéria
organica, pois nas condicbes adequadas os micisngas benéficos podem controlar
populacdes de fitopatdgenos e/ou produzir substmchutrientes importantes para as plantas
e para o solo (vitaminas, aminoacidos, hormoéninsineas, etc.), representando um recurso
importante para o desenvolvimento de plantas saiglde contribuindo para a
sustentabilidade da agricultura (KIEHL,1998).

T&o importantes quanto as caracteristicas fisibmigas do solo sdo seus componentes
biolégicos, ou seja, a diversidade genotipica ebtddita dos microrganismos edaficos. (TAYLOR et
al., 2002).

4.1 Bokashi

No inicio dos anos 80 passou a haver um maior ignesbento das praticas utilizadas
na agricultura convencional. As publicacbes dineattas para os produtores resgataram e
divulgaram produtos e praticas conservacionistas ttazem beneficios para a agricultura,
sendo que dentre estes, destaca-se o bokashi.

A palavra japonesa bokashi significa borrar ou idilnateriais organicos, por
exemplo, farelos fermentados, evitando-se assinew uso concentrado que pode causar
danos as plantas, podendo ser usado na adubagémbeltura e em covas (PENTEADO,
2006).

Bokashi é um mistura de diversos tipos de matémjgrica farelada submetida a
fermentacdo, predominantemente do tipo lacticareenor intensidade, dos tipos: acética,
alcodlica, propibnica, butirica, entre outras. Eenaty a fermentacdo é obtida utilizando-se
como inéculo material rico em microrganismos taiso bactérias e leveduras de ocorréncia
natural no ambiente. Na confeccdo do bokashi, esg@srganismos agem sobre a matéria
organica fermentado-a produzindo acidos organiegdaminas, enzimas, aminoacidos e
polissacarideos que beneficiam o desenvolvimergetae(HIGA & WIDIDANA, 1991).

Na producdo do bokashi, os fatores umidade, temyardipo e estado das matérias
prima e proporcdes de carbono e nitrogénio, saguesmais interferem na obtencdo de uma
fermentacao eficiente, que pode ser anaerébicardbiaa (GREGORI@t al, 2004).



A fermentacdo anaerdbica ocorre na auséncia detruwigNestas condicbes, séo
estimuladas populagées microbianas especificas oe éndecessario o revolvimento do
material para o controle da temperatura e aeragg@m disso, o processo de fermentacao
ocorre a temperatura ambiente (PENTEADO, 2006).

A fermentacdo é aerdbica quando os microrganiamitzam oxigénio para 0 seu
metabolismo e ha elevagcdo de temperatura, sendss&®m 0 revolvimento das leiras para
fermentacdo, como ocorre nos processos comuns meostagem, com a finalidade de
aeracao e controle da temperatura (PENTEADO, 2006).

Segundo HOMMA (2003), além do fornecimento de eates, o bokashi também
carreia microrganismos do tipo “regeneradores” guwam promovendo a “fermentacao” da

biomassa, proporcionando rapidamente condicOes rdasis a atuacdo de outros
microrganismos benéficos ao solo e as plantas.

Os microrganismos que sao usados para a elabataddmkashi podem ser adquiridos
através da aquisicdo de produtos comerciais, d Hill® (microrganismos eficazes) ou
multiplicados de forma caseira atraves da proddegaefir de agua.

4.2 Microrganismos Eficazes (“EM™)

Desenvolvido por Teruo Higa, na universidade dekigys, Okinawa, no Japao, em
1980, o produto contendo microrganismos eficazéd®jEconsiste de culturas mistas de
bactérias produtoras de acido latico, bactériagsgmtetizantes, leveduras, actinomicetos,
fungos filamentosos e outros microrganismos queregbnaturalmente no meio ambiente.

O EM® pode ser utilizado como inoculante visando o aumeipido da diversidade e
do numero de microrganismos benéficos presentesofm e associados as plantas. Sua
utilizacdo regenera o solo, aumenta a producaotalegategra equilibrio biolégico e
qualidade do produto agricola (HOMMA, 2003; CHAGASI., 1999).

lwahori e Nakagawara (1996), Iwaishi (1994) e SuZaR85) demonstraram que a
tecnologia de aplicacdo de microrganismos eficame€onjunto com a aplicacdo de matéria
organica ao solo é capaz de promover incrementprdducdo vegetal, proporcionando
condicOes adequadas para que esses microrganisssapproduzir substancias e nutrientes
fundamentais para plantas e solo.

No entanto, em outros estudos néo foi possivelmarosteito do EM na producéo do
bokashi devido as flutuacbes de condi¢cbes ambgentédlta de conhecimento cientifico na
manipulacéo e aplicacdo do produto (KAE€Cal, 1992.; NOPARATRARAPORN, 1996).

4.3 Kefir

O kefir, originario das montanhas Caucasianas dsiRUvem sendo utilizado desde a
idade média. O termo eslakeif significa "bem-estar" ou "bem-viver"

O kefir apresenta caracteristicas probioticas, @a, 90ssui em sua composicao
microrganismos vivos capazes de melhorar o edualilmtestinal produzindo efeitos
benéficos a saude do individuo que o consome. Ali&so, possibilita também a aceleracdo
da decomposicdo da matéria organica e promove adlibegu da composicdo de
microrganismos (FARNWORTH, 2005; VINDEROL# al, 2005).



Apos mais de mil anos de uso ndo ha indicio daepgas de microrganismos
patogénicos no kefir. As suspensoes de kefir saatapazes de suprimir o crescimento de
alguns patégenos, tais confdalmonellae Shigella (KOROLEVA,1988; VITORIA &
LAUSADA, 2001).

A Instrucdo Normativa 46 do Ministério da Agriculiy Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) do Brasil define kefir como um produto darfeentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado. Nessa mistura distinguem-se a fapedih - o sobrenadante, e a fase solida -
graos precipitados que sao usados como inéculoopareparo do kefir.

O kefir de leite geralmente apresenta as seguaaesteristicas: pH entre 4,2 e 4,6;
cerca de 0,8% (m/m) de acido lactico; alcool ngergéo de 0,1 a 2,0% (m/v), conteudo de
gordura dependente do leite utilizado; textura maeium sabor acido, picante e levemente
efervescente, resultando numa bebida muito refnéscAs caracteristicas de sabor picante e
sensacao efervescente podem ser consideradas ceatmiotipico do kefir, o qual é devido
principalmente a 6tima proporc¢ao (3:1) entre dibealiacetaldeido (MANUS, 1979; KEMP,
1984; DUITSCHAVER et al., 1987; GORSKI, 1994; MESIBRI, 1999).

A composi¢do microbiolégica dos graos de kefir #e@mamente complexa e incerta
dependendo de sua origem. Os fatores que interfanesta natureza parecem ser,
principalmente, de ordem geografica e do substmilzado na proliferagdo dos gréos
(OLIVEIRA, 2005). Embora originalmente os graossiE®s cultivados apenas em leite
pasteurizado, outros substratos foram testados comio de cultivo, como por exemplo,
solucédo agquosa de acucar mascavo na concentragaa #@%, suco de frutas e soro de leite
(MIGUEL, 2009).

Bezerraet al (1999) relata que no Brasil o kefir € praticareedésconhecido e se
restringe a algumas familias que multiplicam regoénte o “fermento” ou os “grdos de
kefir” e a ele adicionam leite ou agua com acucasaeavo, obtendo um produto fermentado,
de qualidade e caracteristicas variaveis. Populaamé dito que os graos de kefir de leite
representam a cultura méae originaria do Caucasenpnao ha provas para fundamentar esse
fato e as evidéncias cientificas disponiveis atdomento indicam que as cepas microbianas
podem variar dependendo do produto.

O Kefir é de dificil industrializacdo e atualmersi@mente alguns paises do mundo
industrializam o produto e investem em estudoa pperfeicoar o kefir comercial.

No Brasil , aBiologicus € a Unica produtora de kefir industrializado, kheste
incubada no itep (acessado em : www.caminhosdogmgbr/mostranews

Bezerra et al(1999) comentaram ainda que, embora ainda néo tmalizado em
larga escala no Brasil, o kefir vem conquistandeptms em varias regides do pais. Sua
preparacdo, apenas em escala artesanal, resultaneproduto com caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais e microbiologicas ainda nam lkefinidas. Existe diversos sites
referentes ao kefir, onde adeptos ao produto tractormacdes e até mesmo ocorre venda ou
doacédo do kefir, tanto de agua, quanto de leitexan

Na suspenséo e nos graos de kefir em geral séotestas bactérias acido lacticas
dos géneros.euconostocLactococcus, LactobacilluyBifidobacteriume Streptococcusgjue
sdo responsaveis pefaoducdo de acido lactico, etanol e dioxido de amamb enquanto
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Acetobactermproduzem &cido acético a partir do etanol. Tambétaoepresentes leveduras
fermentadoras de lactos&lgyveromyces marxianyse leveduras nao fermentadoras de
lactose $accharomyces omnisporaesSaccharomyces cerevisaeSaccharomyces exigyus
Candidae Torula (Tabela 1).

A comunidade microbiana do kefir de agua é fortamearfluenciada pela origem do
indculo, e pelo substrato utilizado para a multgd@io dos grdos, assim como o método
adotado para sua caracterizacdo. Em geral, asgqodps de bactérias do acido lactico e do
acido acético juntamente com leveduras dos géreaosharomyceg Kluyveromicessao
mais freqientes (SCHNEENDORF & ANFITEATRO, 2004).

No estudo conduzido por Bergmann et al. (2010) sidflasu-se as espécies
Lactobacillus cremoris lactis Chryseomonas luteglaCandida coiliculosa Candida
magnoliage Kloekera sp. e Candida famatacomo espécies eventuais nos grdos e no
sobrenadante de kefir de 4gua porque néo foramitdssem estudos anteriores levantados
pelos autores.

Outro aspecto relacionado a composicdo microbicéddo kefir € a impossibilidade
de produzir kefir a partir de microrganismos isoOdKOROLEVA (1991) afirmou que
bactérias e leveduras do kefir, quando isoladagparadas, ndo cresciam no leite ou tinham
sua atividade bioquimica reduzida, dificultandostudo da populagdo microbiana dos graos
de kefir.

Apesar da intensa pesquisa de inimeras tentataizadas para produzir graos de
kefir a partir de culturas puras ou mistas, nornegit@ presentes nos graos, nenhum resultado
positivo foi relatado (LIBUDZISZ & PIATKIEWICZ, 199). Isto provavelmente pode ser
atribuido ao fato de que o mecanismo de formac&adios ainda n&o é conhecido. E muito
provavel que uma combinacéo de diferentes faterdsatinfluéncia no aumento da biomassa
dos gréos de kefir, incluindo a renovacdo de lemeintervalos regulares, a temperatura de
cultivo, lavagem dos graos e a presenca de nwggezgsenciais na concentragao correta no
meio de crescimento (CHEN et al., 2009).

Wyder, Spllermam e Puhan (1997) acreditam ser prigrd@grdo do kefir o melhor
iniciador do seu crescimento. Assadi, Pourahmatbazami (2000) estudaram formas de
proliferacdo do kefir e confirmaram que o crescitaneh melhor quando se utiliza o proprio
grao como colbnia iniciadora para o seu cultivo.

Em suma, os graos de kefir contém uma microbio@ndg e variada, como
explicitado na Tabela 1 (OLIVEIRA,2005)



Tabela 1. Microbiota dominante encontrada no Kefire algumas caracteristicas

Microrganismo

Funcao

Referéncia

Bactérias Producéo de lactato Pidoux et al., 1990; Ohara et
_ _ al.,, 1997; Franzetti et al.,
paracasel Fujio, 1999; Marquina et al|,
2002.
Lactobacillus hilgardi Producdo de arabinose | Pidoux et al., 1990; Leroi &
polissacarideo a apartir d€ouroux, 1996;Lin & Chen,
sacarose Liu, 1999.
Lactobacillus desidiosus | Fermentacéo de L- Marshall, Cole &Farrow
arabionose e gluconato 1984.
Lactobacillus Producdo de kefiranpArihara, Toba & Adachi
Kefiranofaciens interno 1990; Garrote, Abraham &
Antonini, 1997; Takizawa et
al., 1998;
Lactobacillus Kefir Producdo de kefiranpArihara, Toba & Adachi
superficial 1990; Angulo Lopes &
Lema, 1993; Garrote,
Abraham &  Antonini,
1997;Takizawa et al., 1998;
Garrote, Abraham &
Antonini, 2001.
Lactobacillus Acidophilus | Homofermentativo Angulo Lopes & Lema
1993; Simova et al., 2002.
Lactobacillus(L. brevis| Homofermentativa Arihara, Toba & Adachi
L.helveticus, L.parakefir obrigatorio; 1990; Angulo, Lopes &
L.kefirgranum, L.viridecens,heterofermentativa Lema, 1993; Garrote,
L. fermentus, L. casegifacultativae Abraham & Antonini, 1997
ssp.Rhamnosus, L. casei sspeterofermentativa Takizawa et al., 1998;
Tolerans, L.casei  ssp.obrigatério Watabe et al., 1998; Lin,
Pseudoplantarun, L. Chen & Liu, 1999; Garrote,
gasseri, L. delbrueckii Abraham & Antonini, 2001
ssp.bulgarius, L. palntarum Marquina et al., 2002;
Simova et al., 2002.
Leuconostoc spp. e Heterofermentativa Angulo Lopes & Lema
Leuconostoc mesenteroides 1993; Ohara et al., 199Y;
Utilizada como cuIturasLin, Chen & Liu, 1999:
iniclais, Garrote, Abraham
Converte  sacarose en{iAntomm, 2001.
dextrana;
Altamente  tolerante A




elevacdo da concentracéo
sal e acucar.

de

Streptococcus spp.(S.
salivarius
sspTthermoplhilus, S.lactis
ssp.Lactis, S. thermophilus

Producdo de &cido latic
etanol e diéxido de carbong

Producéo de dextrana

pAngulo, Lopes & Lema
0;1993; Garrote, Abraham

1997; Mitsue, Tachibana ¢
Fujio, 1999; Garrote
Abraham & Antonini, 2001
Simova et al., 2002.

Antonini, 1997; Ohara et al|.

Lactococcus spp.(L. lactisHomofermentativa; Angulo, Lopes & Lema
ssp.Diacetylactis, L.lactis ~.1.1993; Garrote, Abraham q
ssp. Lactis) Converte a lactose em acifldntonini, 1997; Ohara et al,
lactico. 1997; Mitsue, Tachibana ¢

Fujio,1999; Garrote

Abraham & Antonini, 2001.

Acetobacter Converte etanol em &ciddVitsue, Tachibana &
aceético em aerobiose Fujio,1999; Garrote

Abraham & Antonini, 2001.

Leveduras e bolores

Acéo probidtica;

Angulo, Lopes & Lema
1993; , Leroi & Courcoux

Y

>t

a4

Sacharomyces spp.(SNao fermentadora de Iacto:;qg%; Garrote, Abraham

lipolytic, S.florentinus, S. Antonini, 1997: Ohara et al,

cerevisal, S.unisporus) 1997; Mitsue, Franzetti 6
al., 1998; Tachibana 4
Fujio,1999; Simova et al
2002.

Kluyveromyces (K. lactis,Fermentadora de lactose; | Angulo, Lopes & Lema

K.marxianus)

Oxida a lactose e prody
glicose, galactose e etanol

1993; Lin, Chen & Liu,
14999; Garrote, Abraham ¢
Antonini, 2001; Simova €
al., 2002.

—~Ro

Candida spp.(C. kefir,
C.friedrich, C. inconspicua,
C.maris)

Nao fermentadora de lactos

sédngulo, Lopes & Lema
1993; Ohara et al.,, 199
Mitsue, Tachibana
Fujio,1999; Simova et al
2002.

&

Torulaspora spp.e
Torulaspora delbruechii

Nao fermentadora de lactos

sédngulo, Lopes & Lema

1993;:0hara et al., 1997;
Mitsue, Tachibana &
Fujio,1999.

Hansenula yalbensis

Funcédo ndo determinada

Franzetti et al.,1998.

Geotrichum candidum

Funcédo ndo determinada

Garrote, Abraham

&




Antonini, 1997.

Pichia fermentans Funcédo ndo determinada | Angulo, Lopes & Lema
1993; Leroi & Courcoux
1996; Lin, Chen & Liu,
1999.

4.4 Bactérias do acido lactico

As bactérias do acido lactico (BALs) séo baciloar@mpositivos, que ndo esporulam.
Geralmente s@o imoveis, catalase negativo e anasrébrotolerantes (OLIVEIRA, 2005).
Sao consideradas bactérias mesofilicas, emborarpoggresentar crescimento em extremos
de temperatura. Crescem em pH acido e requeremopsga crescimento aminoacidos pré-
formados, tais como purina, pirimidina e vitaminds complexo B devido a reduzida
atividade proteolitica e lipolitica (JAY, 2005).

BALs sao largamente utilizadas para a producéo lideestos fermentados e seu
consumo traz beneficios para os seres humanoscdai® a producdo de enzimas que
favorecem a digestdo e absorcdo de alimentos. dup&om de lactases, por exemplo, € de
extrema importancia para pessoas intolerantes taskgorque ndo conseguem digerir
produtos lacteos, (http://www.insumos.com.br/adgive_ingredientes/materias/143.pdf).

Devido a producdo de acidos organicos, composttagamistas € competicdo por
nutrientes, BALs podem controlar fungos produt@esnicotoxinas em alimentos (DALIE et
al., 2010).

No kefir, BALs produzem acido lactico, diminuindopbl até que sua producao seja
inibida e componentes que dao sabor, tais comaldeé&los, sejam produzidos e contribuam
para que a bebida tenha o aroma tipico do leiteeietado (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).
Além do &cido lactico, essas bactérias também pmyduoutros metabdlitos a partir da
fermentacdo de carboidratos e, de acordo com aufwrddrmado, séo classificadas como
homolacticas quando produzem principalmente addticb e heterolacticas quando também
produzem etanol e GAMADIGAN,1997; JAY, 2005; LEISNER et al., 2000).

Lactobacillus € o maior género de BALs do qual fazem parte éspéc
homofermentativas obrigatorias, heterofermentatifasultativas e heterofermentativas
obrigatérias. Esse tipo de metabolismo leva a fid@o dos alimentos e por isso sdo
consideradas bactérias aciduricas ou acidofil{f&&RREIRA, 2003; CRISPIM, 2008). BALs
constituem um grupo diversificado e amplamenteridistdio, podendo ser encontradas em
substratos fermentaveis com certas vitaminas,esamminoacidos. Ja foram isoladas do solo,
agua, matéria organica, cavidade oral, trato im@sé urogenital de seres humanos e outros
animais (DELLAGLIO & FELIS, 2007).

Lactococcussdo bactérias homofermentativas, sendo a espéci®coccus lactis
largamente utilizada na industria alimenticia parproducdo de diversos tipos de queijos,
manteiga, leite desnatado e kefir. Quando a lacéosenvertida em acido lactico ocorre
reducdo do pH do produto, o que previne o cresdnéa uma gama de bactérias e fungos
indesejaveis (JAY,2005; NOMURA et al., 2006; disjveh em:
http://textbookofbacteriology.net/lactics _5.hjml
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Leuconostoc sdo BALs heterofermentativas, altamente tolerandeselevadas
concentracbes de sal e de acucar (JAY, 2005). gerw deLeuconostoctambém sédo
utilizadas como culturas iniciadoras em fermentaddeteas e por meio da utilizacdo do
citrato, produzem compostos aromaticos, como diaeetacetoina. Algumas linhagens
produzem quantidades grandes de dextrana quantisados em sacarose (JAY, 2005;
MADIGAN et al., 1997).

4.5 Leveduras

As leveduras s&o fungos unicelulares do grupo dosnaicetos e basidiomicetos, que
possuem fases de reproducdo sexuada (teleomdafasdexuada (anamorfica). Crescem em
uma variedade de substratos e podem tolerar casligitremas ocupando uma gama de
nichos ecoldgicos (QUEROL & BELLOCH, 2003).

Historicamente, as leveduras assumem grande inmp@atéiotecnolégica para a
producdo de alimentos, com destaque para os pagdebidas alcodlicas. As leveduras do
kefir de leite s&o divididas em dois grupos de @@@om a capacidade de fermentar a lactose.
O grupo de espécies que ndo oxida a lactose, autligalactose que € um produto da
assimilacdo de lactose pelo grupo de leveduras eBAks, homofermentativas ou
heterofermentativas que favorecem as populacdéssdduras. Por sua vez, as leveduras tém
atividade lipolitica e proteolitica e aumentam amteddo de aminoacidos livres, podendo
produzir vitaminas que estimulam a populacéo de 8AIOPITZ-OTSOA et al., 2006)

No estudo conduzido por Cheirsilp e colaborada268%) demonstrou-se que quando
L. kefiranofaciene Saccharomyces cerevisé@am cultivados no mesmo meio de cultura, a
populacdo del. kefiranofaciensfoi estimulada em comparacdo ao cultivo isoladm co
consequente aumento da producéo de kefiran (paideeglicose e galactose).

O género Saccharomycescompreende aproximadamente quatorze espécies
distribuidas em trés grupos. As espécies do compBaccharomyces stricto sen&ém
aplicacdo biotecnolégica na industria de alimentendo considerados microrganismos
domesticados. Em geral, um reduzido niumero de espdeSacharomycepode fermentar a
lactose, enquanto a maioria pode fermentar a gg¢QUEROL & BELLOCH, 2003).

O géneroKluyveromycescontém cerca de dezoito espécies das quais sacaest
Kluyveromyces lactigEEssa espécie compreende duas variedades que pod&io fermentar
a lactose, varlactis e var.drosophilarum respectivamente. A espédfe marxianuspode
oxidar a lactose e produzir glicose, galactoserea{ QUEROL & BELLOCH, 2003).

4.6 Caracterizacdo do Kefir de Agua

O kefir de agua € produzido a partir de processudrtativo onde a sacarose (agucar
minimamente processado) € utilizada como substfatoante a fermentacdo os gréos
aumentam de peso e assim é obtida nova biomassapqaeser coada do substrato pode ser
reutilizada para obtencédo de nova bebida (GARR@TER), 2001). Ele também é preparado
adicionando-se a solucédo de acucar, figos secatias fle limdo que sado retiradas antes da
bebida ser consumida (GULITZ et al., 2011). A dahiesultante é turva, acida, levemente
alcolica e carbonatada (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

Os graos do kefir de agua e de leite sdo massataginosas transparentes, pequenas
e leves, que contém proteinas lipideos e polisskre soluveis que formam um complexo
gue envolve os fungos e as bactérias (LOPITZ-OT®80a., 2006).
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Os polissacarideos soluveis presentes no kefiregitesentados principalmente pelas
dextranas que tém elevado peso molecular e cosstituma larga classe de biopolimeros
extracelulares. Séao flexiveis, biodegradaveis e ndapresentam  toxidez;
(http://www.sbqg.org.br/ranteriores/23/resumos/O27iidex.htm). S&o empregadas nas
indUstrias quimicas, alimenticia, médica, etc. 8a@$ dos génerosAcetobacter e
Streptococcusproduzem dextranas, sendleuconostoc mesenteroides principal espécie
utilizada para a producao industrial de dextragarsse que converte a sacarose em dextrana
(RODRIGUES, 2003).

No kefir, as dextranas sdo produzidas com os esfosgnbioticos compartilhados
entre as BALs e os fermentos da matriz (GULITZ,DODLIVEIRA (2005) acrescenta que
0os graos de kefir e seu sobrenadante sdo compdstasicrorganismos, polissacarideos,
moléculas aminadas, vitaminas, alcool e substarnoiaseis.

Os graos de kefir de agua tém textura e cor cafsiitas, diferentes dos graos do
kefir de leite tradicional. S&o mais transparerftégeis e rompem-se mais facilmente. Além
disso, existem relatos de que o kefir de agua peddngerido em maior quantidade em
comparacao ao de leite e a sua absorcao paraemtsosanguinea é mais rapida.

A distribuicdo dos microrganismos no kefir de agude leite séo diferentes. Enquanto
o kefir de leite tem elevada distribuicdo de c&upacterianas tanto na parte interna quanto
externa do gréo comparavel & populacio de fu(@BEEIRSILP et al. 2003; MAGALHAES
et al.,, 2011).. Magalhdes et al. (2010) observaatiravés da microscopia eletrbnica de
varredura, que as ceélulas fungicas dominavam as glé kefir de agua, enquanto as bactérias
nao foram visualizadas.

Tem sido considerado que a atividade fermentativkefir de agua é diferente do
kefir de leite, ocorrendo maior producédo de ,C{alcool no primeiro (dependendo da
concentracdo de acucar e do tempo de fermentddé&ponivel em www.vegetariano.org).

O processo fermentativo do kefir de agua durantgevie quatro horas foi
caracterizado por Magalhdes e colaboradores (2@i@3ervou-se que houve reducédo na
concentracdo de sacarose e aumento de acguUcarésresdtais como glicose e frutose. A
producdo de acido lactico decresceu no periodocemraste com a producdo de acido
acético aumentou e o pH da bebida ficou mais aédooncentracdo de etanol aumentou e
atingiu o maximo as 12 h. Houve aumento da quatidie proteinas e massa dos graos. A
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Figura 1 mostra um esquemssimplificado das reacde bioquimicas e de
microrganismos quearticipan do processo de fermentagcdo da saci até a obtencdo do
kefir de agua.

Alcodlica Etanol + co,
MO na
auséncia de O, elLeveduras
Glicolise eBactérias heterolacticas (lactobacilus)
eBactérias homofermentativas
(Iactococcus)
1 Glicose 2 piruvato Fermentacdo Latica 4cido latico

eLactobacilus

Etanol

VLU TR

Kefir
Bebida acida, carbonatada com eAcetobacter

baixo teor alcdolico.

Figura 1. Reacdes bioquimicas microrganismos envolvidono processo de fermentacéo ¢
sacarose para obtencao dkefir de agua

4.7 Kefir na agricultura

Desde o inicio dos anos 80, passa a have maior questionamento com énfase
contradicbes da agricultura convencional. Assim pablicacdes direcionadas para
produtores resgatam e divulgam produtos e pratioaservacionistas que trazem benefi
para a agricultura,entre estes, o bokasdando énfase @gricultura organic.

Dada asimplicidade de producéo, o kefir pode ser prepadamnesticamente dan
ao agricultor independéncia na preparacdo do bokasé do contrario exigiria a aquisig
de produtos similares no mercado. [-se conglerar que além do custo, nem sempre ¢
produtos estédo disponiveis. A producdo de kefirc&omm substrato na unidade de produ
cria motivacao para outros usos, tais coaceleradores de compostagem, controle biold
produtos probidticos para aniis domésticos e de produ¢do e mesmo para consumanio.
Os substratos tém sua utilizacdo mundial increndent@nualmente por proporcionar
melhores condigdes fisicas, quimicas e biol6gicadesenvolvimento das plantas (KAMF
2001;BATAGLIA e ABREU, 2(01; PENTEADO, 2006).
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Mesquini (2011) avaliou o controle e o progressoperal da ferrugem asiatica da
soja, causada pdthakopsora pachyrhizisob manejo com tratamentos alternativos. Dentre
estes, a biomassa citrica e os graos de kefir agegam os maiores indices de controle e
menores taxas de progresso da doenca, superartdataoeentos com extrato bruto e Oleo
essencial d&ucalyptuscitriodora.

Em outro trabalho Mesquini (2007) verificou quefeito do extrato bruto de graos de
kefir (20%), autoclavado, e ndo autoclavado integm na germinacao de urediniosporos de
Phakopsora pachyrhizVerificando também que o extrato bruto de graogefie induziu a
sintese de fitoalexinas em cotilédones de sojacglbstos tempos testados, porém quando
submetidos a autoclavagem, houve aumento na prodig&liceolina, mostrando que 0s
graos de kefir apresenta alteracdes quando sulmeedd tratamento térmico o que altera a
producao das fitoalexinas.

Ja Machado (2011), evidenciou a possibilidade dézagdo do kefir como
biofertilizante na producdo de mudas de ce@exd¢ela fissilisvell), na dose e de 25 ml/ dm

Oliveira (2005) adicionou diferentes formas de kefuspenséao, graos e liofilizado) na
racdo de coelhos. O kefir no estado liofilizado éoique apresentou maior densidade
populacional em comparacao as outras amostrasyaygionente devido ao maior teor de
bactérias no material liofilizado.

Outros usos tém sido apontados, como relatadostuml@ de Huseini (2011) que
avaliou o processo de cicatrizacdo em ratos utitiaao kefir gel. O tratamento mostrou-se
eficaz apds queimadura grave em comparacdo comatamiento convencional com
sulfadiazina de prata.

4.8 Técnicas Moleculares

A partir da década de 70, tecnologias foram deseithas permitindo o isolamento e
a purificacdo de genes especificos, devido a de&trco tecnoldgico, foi possivel que no
presente estudo fossem utilizadas técnicas motesulpara identificacdo dos tipos
morfoculturais, através do PCR (Polymerase Chaimactm), que envolve a sintese
enzimética in vitro de milhdes de copias de um ssgito de DNA na presenca da enzima
DNA polimerase, consistindo em uma polimeracdo emdei@, na qual se obtém o
enrequeciemnto de um fragmento especifico de DNApEio de sua duplicacdo em modo
exponencial. Um gene presente no genoma como adfa pode ser amplificado a partir de
DNA genomico complexo, podendo assim ser postegatenvisualiza como uma banda
discreta, constituida por moléculas de DNA, poramde eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etideo.

O principio da PCR envolve em trés etapas basigessao repetidas varias vezes, em ciclo:

1- Desnaturacao térmica do DNA molde, através da efevde temperatura para 92 a
95°C

2- Anelamento de oligonucleotideos sintéticos, quecibtmam como iniciadores da
reacdo de polimerizacdo, a cada uma das fitas d& DNIde, a temperatura é
rapidamente reduzida para 35 a 60 °C, dependendtardanho e sequencia do
“primer” utilizado. Estes primers sdo sintetiza@dosficialmente de maneira que suas
sequéncias de nucleotideos sejam complementarecagncias especificas que

flanqueiam a regido alvo.
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3- Polimeracédo das novas fitas de DNA a partir de eadados iniciadores, utilizando
cada um dos quatro dNTP (substrato de reagéo sesjrcomo substrato da reacdo de
polimerizacdo. Nesta etapa a temperatura é elewat2iC para que a enzima DNA
polimerase realize a extensao a partir de cadartar® dos primers. Esta extensao
envolve a adicdo de nucleotideos como molde a seguélvo, assim uma copia deste
sequéncia é feita no processo.

O modelo atual da taxonomia de bactérias residentendimento das relacdes evolutivas
baseadas, quase que exclusivamente, na filogenseqi#ncias de RNAr 16S (Gupta &
Griffiths, 2002).

O RNA 16s € uma macromolécul amplamente utilizado estudos de filogenia e
taxonomia Bacterial. Sua aplicagdo como temporizadolecular foi proposto por Carl
Woese (University of lllinois) no inicio da 1970gip possue caracteristicas relevantes para
utilizacdo como uma ferramenta filogenética e téxoica.

O método molecular de identificacdo de bactérids peS rDNA sequenciamento inclui
trés etapas:

1- Amplificagéo do gene a partir da amostra adegualdancado, pela reaccdo em cadeia da

polimerase (PCR). Substrato é normalmente usad® &NA purificado a partir de uma
cultura pura do agente patogeno

2- a determinacdo da sequéncia de nucleétidosagpnénto amplificado, Nesta fase sao
realizadas as reacdes de sequienciamento e ar@gipeadiutos por electroforese.

3- analise da sequéncia comparacdo da sequénBia DNA depositada nos bancos de
dados., cujo acesso € livre através da interngp:fwww.ncbi.nlm.nih.goVy, permitino o
sequenciamento comparativo de genes homoélogos lerttegjens microbianas, sendo este o
procedimento padrdo em sistematica microbiana.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Obtencéo de graos de kefir de agua

Foram utilizados gréos de kefir lavados oriundontBnipulacédo familiar. Os gréos de
kefir foram preparados em um recipiente de vid@0(Bl), cilindrico (13 cm x 7,5 cm). Para
a inoculacéo dos graos de kefir de agua foi utlkz850 ml de agua destilada e autoclavada
com trés diferentes concentracdes de aclicar magsatvstrato) Arma Z&h(5%, 10% e 20%
mv?), acrescentando a esta solucdo 35 g de gréo i€fighira 2). Procedeu-se a incubagéo
das culturas na temperatura de 28°C durante 7, @ias.

Figura 2. Recipientes de vidro cilindrico contend@50ml de dgua autoclavada, 35 de gréos de
kefir com trés diferentes concentracdes de aglcarascavo

5.2 Determinacdo da massa fresca dos gréaos e do gaifase liquida

Apoés a retirada dos recipientes da incubadora B€idda qual no seu periodo de
incubacado, os graos de kefir sofreram tamisagemure peneira plastica e foram lavados
com 1 litro de agua destilada. Em seguida, pesadosuma balanca Mettler Toledo PL
3002 diretamente da peneira com auxilio de uma bargalatico, para minimizar o efeito
da temperatura e umidade na pesagem dos gréaos) defise verificar a influencia da
concentracdo de graos/substrato no peso dos dgp&bsrminou-se também o pH da fase
liguida, utilizando um pHmetro. Foram realizada@s trepeticfes para cada tratamento. As
diferencas entre as médias foram avaliadas pa®desTukey a 5% de probabilidade.

5.3 Determinagdo de proteina total na fase liquida nos gréaos

O teor de proteinas totais foi determinado de acommn o método de Lowry et al
(1959 (anexol) utilizando como padrao albumina de soro bovino (B proteinas totais
foram dosadas na fase liquida e sélida. As leittoeamm realizadas em espectrofotdbmetro
(A=750 nm). O método de Lowry para a determinacdoam@entracdo da proteina é usado
extensamente, porém pode ser sujeito a interferépor muitas substancias e produtos
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quimicos como, por exemplo: citrato, cloreto deiagzéampdes, EDTA, barbital, TRIS e
fenol.

O método de Lowry foi descrito primeiramente pomwky et al. (1951), sendo esta a
metodologia mais utilizada para a determinacaordieimas. O principio do método baseia-se
numa mistura contendo molibdato, tungstato e afmdtrico, (reagente Folin-Ciocalteau),
que sofre uma reducdo quando reage com proteiagwmesenca do catalisador cobre (I1), e
reduz um composto com absorcdo maxima em 750 nmesakpdo método de Lowry
apresentar uma grande sensibilidade para protednamsmo possui algumas desvantagens
como estar sujeito a diversos interferentes. Naaliira sdo encontradas muitas substancias
interferentes e estas normalmente causam aumerabsoabancia do branco, diminuicao da
absortividade especifica ou formacao de algum deagprecipitado. Para a eliminacdo da
maioria dos interferentes deste método, sugerepedpitacdo das proteinas utilizando-se:
acido tricloroacético e co-precipitantes misturas ndetanol-cloroformio-agua ou hexano-
isopropanol. Os interferentes mais comuns sdo:postuos fendlicos, Lipidios, Detergentes,
Acido drico, Guanina e xantina, Sulfato de amonidelanina, Bilirrubina, 4-
metilumbeliferona, Mercaptanas e cisteina, Tamp&dHCl, Acucares e RNA.

5.4 Quantificacdo e isolamento de bactérias e lewgds totais na fase liquida

Aliquotas de 50 pl das diluicdes3,0.0* e 10° do sobrenadante foram espalhadas na
superficie de placas de Petri contendo os meiazitieo DYGS (anexo2) e MRS (anexo3).
A escolha dos meios foi determinada a partir dedest anteriores, onde na sua maioria foi
encontradas bactérias do acido lactico, por estivona utilizacdo do meio MRS, que é
utilizado para isolamento de BALSs, caracterizandoauwica base nutricional, porém né&o
muito seletivo. Por outro lado a pouca seletividddemeio MRS, o desconhecimento da
microbiota especifica do kefir e sua variedadeurriciada por diversos fatores fez com que
optassemos também pelo meio DYGS, que é um me e nutrientes e vitaminas,
utilizado para o crescimento de uma ampla variedadaicrorganismos

Foram feitas trés repeticdes. As placas de Patinfaacondicionadas na incubadora
BOD a 28°C por quatro dias. Apos esse periodo daiizada a contagem de unidades
formadoras de colonias. O isolamento foi realizadoneio de origem DYGS ou MRS e os.
isolados com caracteristicas morfoculturais digsinfioram purificados e armazenados em
microtubos contendo o meio de origem com 50 % idergil (v V') a -20 °C. .

5.5 Caracterizacdo morfocultural

Os isolados foram caracterizados de acordo cone@girges parametros: tamanho
(diametro em mm), forma (circular ou irregular),rdm (liso ou recortado), aspecto
(homogénea ou heterogénea) e cor. Devido a sengalhemtre as colonias foi feito um
esfregaco em lamina para diferenciacdo entre lastérleveduras através de microscépio
Optico utilizando as objetivas de 40 x e de 100 x.

5.6 Extracdo de DNA e Amplificacdo do gene 16S rRNA Internal Transcribed
Spacer RegioffITS)

Para a extragdo de DNA dos isolados, foi seguidootocolo descrito por Schwieger
& Tebbe (1998) modificado por Xavier et al. (2004Jma suspensdo de células foi
centrifugada (9.000 rpm, 10 min) e o precipitadorésuspendido em 0,6 ml de tampé&o TES
(0,05 M NacCl; 0,01 M EDTA; 0,05 M Tris HCL pH 8,0% SDS) e agitado em vortex. Em
seguida, foram efetuadas 5 etapas de congelamestofthelamento em nitrogénio liquido (5
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min), agitacdo (180 rpm; 10 seg) e aquecimento®(55 min). Foi adicionada a amostra
Proteinase K (8,4 uL; 20 pg mL-1), procedendo-se@dbacédo sob agitacao (180 rpm; 65°C;
1h). Em seguida, foi acrescentado 0,6 ml (1 voludeejenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) e, novamente, uma centrifugacéao (5.069 fpmin). O sobrenadante foi transferido
para novos tubos, adicionando-se 0,6 ml (1 volude)cloroférmio-alcool isoamilico e
repetindo-se a centrifugagéo nas condi¢fes argsritdma aliquota de aproximadamente 0,5
ml do sobrenadante foi transferida para um nova,tuddicionando-se 0,5 volume de
isopropanol gelado. A amostra foi incubada (60 rFid@; °C), centrifugada (13.000 rpm; 20
min) e apos remocéo do sobrenadante, o precipitadentrifugado a vacuo para a secagem
e ressuspendido em 50 pL de tampao TE (10 mM TnsM NA-EDTA; pH 8,0).

O gene 16S RNAr dos isolados bacterianos foi divgdio usando os iniciadores 27f
(5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) e 1492f (5’AGAGTTTGATCIGGCTCAG 3)
(AUSUBEL et al., 1992) A reacado de PCR foi realzalk acordo com Wargg al. (2006).
Para o preparo do PCR-mix (volume final de 25 ui)a aliquota de 1 pl de suspenséo de
colonia em agua destilada e esterilizada. foi edaila em pl: 15,73 de agua, 5 de tampao,
0,9 de MgCl2, 0,6 de dNTP, 0,5 dos iniciadores NS8M951r e 0,2 de Taq polimerase (500
U). O controle negativo consistiu da adicéo de bpikde agua destilada e esterilizada.

Para identificacdo das leveduras foram amplificadasregides ITS1 utilizando os
iniciadores NS3 (3
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGLCGGGGGCACGGGGGGGCAAGTCTGRT
AGCAGCC 5") e YM951r (3 TTGGCAAATG CTTTCGC 5") decardo com Naumovat al.
(2005). A reacao de PCR foi realizada com um volting de 50 ul. Para o preparo do PCR-
mix a uma aliquota de 1 pl de suspensdo de coEmigdgua destilada e esterilizada. foi
adicionada em pl: 31,5 de agua, 10 de tampaae2MgCl2, 1,3 dNTP, 1 ul dos iniciadores
NS3 e YM951r e 0,2 de Taq polimerase (500 U). @Gtrobe negativo consistiu da adicdo de
mix 1pl de agua destilada e esterilizada.

Ambos os produtos de amplificacdo foram separado®lgtroforese em gel de agarose
(0,8% mv*) com voltagem de 60-65 V no tampdo TAE (1x) pdr & os géis foram corados
em brometo de etidio por 5 minutos, descorados gam @or 20 minutos e posteriormente
visualizados no fotodocumentador Kodac.

5.7 Sequenciamento do gene 16S RNAr e ITS

As reacdes de sequenciamento foram realizadas cKih BigDye terminator 3.1 num
sequenciador automatico ABI 3730, (Applied BiosyseUSA). Os contigs foram montados
com auxilio do programa DNA Baser Sequence Assembie feito sequenciamento a partir
do produto do PCR e as sequéncias de cerca debpZofam entdo comparadas com o banco
de dados NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST).

5.8 Producéo experimental do bokashi

Em um estudo preliminar, foram produzidos bokashiFazendinha Agroecologica da
EMBRAPA com varias concentracdes de kefir de Id&a3, preparados domesticamente (fase
liquida e solida); inoculante comercial “EMseguindo-se as recomendacfes comerciais e
uma outra amostra sem adicdo de nenhum microrgani@mmente agua), conforme
demonstrado no anexo3.0s tratamentos foram marngitiosasa de vegetagdo sem controle
de temperatura e umidade.
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A mistura homogeneizada foi armazenada em sacastiqus pretos e lacrada,
devidamente identificada de acordo com sua com@os(@s tratamentos foram mantidos em
casa de vegetacdo sem controle de temperaturadadeni

O bokaski foi aberto ap6s 40 dias, e analisadosp® alunos do Programa de pés
graduacdo em Agricultura Organica, realizando assira analise sensorial do produto.

Segundo o projecto de Norma Portuguesa 4263 (1p6dgmos definir Analise
Sensorial como o “exame das caracteristicas okgpintas de um produto pelos 6rgaos dos
sentidos”. Foi estabelecido um perfil sensorial Idee escolha, onde os participante,
adquiriam uma amostra referente a 25-30 gramasgoaigsar o parametro de textura, odor e
cor. O objetivo da analise sensorial era obsersatiferentes preparados de bokashi e assim
denominar o bokashi com caracteristicas mais aadas como: textura firme, odor citrico e
com coloracdo matéria prima inicial, sem sofrefquer alteracao na cor.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Influéncia da concentracdo de agucar e do tempte incubagéo no preparo do
kefir de agua

6.1.1 Massa fresca dos gréos e pH da fase liquida

Foi observado um aumento da massa de grdos ao ttlmgeriodo de incubacéo na
presenca de 10% e 20% de acucar, enquanto que @@d&%ouve diferenca significativa
(Tabela 2. A maior massa de graos foi obtida com a concefdrde 20% de acUcar apos sete
dias de crescimento. O pH decresceu ao longo dodmede incubacdo independente da
concentracdo de acucar. No inicio da incubacéoptierero) o pH foi de 5,5, o que indica
que o periodo mais acentuado de acidificacdo acares primeiras 24 horas. Os dados
sugerem uma relacao indireta entre a taxa de redigdpH e concentracdo de acglcar. Ao
final de 7 dias de incubagdo o pH de todos osnratéos estavam proximos a 3,3, nao
havendo diferenca significativa entre as concedeagle 5 e 10% de acucar.

Tabela 2.Efeito da concentracdo de acucar e periodo de agéabsobre a massa de graos e
pH da fase liguida de kefir de agua.

Massa de gréos () pH!
Tempo de
crescimento
(dias) 1 3 7 1 3 7
Acucar (%)
5 3514Aa 3599Ab 36,47 Ac 3,96 AB,39 Bc 3,26 Cb
10 36,01Ba 38,63 ABb 39,81 Ab 4,27 AIB,59 Bb 3,30Cb
20 37,19Ca 4582Ba 52,73Aa 4,72 A3,76 Ba 3,49 Ca

Médias seguidas pela mesma letra maitscula nadimhiatscula na coluna nédo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os gréaos de kefir sdo formados por microrganismpdsgcipalmente por leveduras,
dextrana (polissacarideo) e agu®PITZ-OTSOA, 2006). O aumento da massa de graos
pode estar relacionado a maior producédo de dex&rgratir da disponibilidade de sacarose
associada a maior retencédo de agua nos graos.

A dextrana é soluvel em agua e no kefir se precigévido a producéao de alcool por
leveduras num processo analogo ao industrial omte@pitacao alcodlica que é usada para
remover a dextrana de caldo de fermentacdo (RODEE;L2003). A enzima dextrana-
sacarase produzida por bactérias dos gérlezasonostoc Acetobactere Streptococcuse
induzida por sacarose que influencia na quantigéada massa molar da dextrana produzida
(RODRIGUES, 2003).

Além disso, a capacidade de retencédo de agua prdprilextrana durante o processo
fermentativo pode também ter contribuido para oemimmda biomassa fresca de graos de
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kefir. Garrote et al. (2001) analisaram graos de kie leite proveniente de quatro locais na
Argentina e encontraram cerca de 80% de agua, B)¥6lssacarideos e 5% de proteinas.

Franco e Landgraf (1996) classificam o kefir comoalimento muito acido que inibe
o desenvolvimento de microrganismos patogénicoscidificacdo da fase liquida do kefir &
um processo comumente associado a obtencdo désda baracterizada pela fermentacéo da
sacarose que é convertida em acidos por bactérsagémerotactobacilluse Acetobacter

Magalhdes et al. (2010) caracterizaram o processferthentacdo do kefir de agua
com 5% de sacarose apoés 0, 6, 12, 18 e 24 horages@mento. Os autores observaram a
maior producdo de acido lactico nas primeiras 12dsse estudo a reducdo de pH observada
nas primeiras 24 horas pode estar associada agéimdie acidos, que apos esse periodo foi
decrescendo, enquanto a fermentacdo alcOolica d¢icacée mantiveram elevadas
simultaneamente, a concentracao de sacarose daminui

No presente estudo, a maior acidez do sobrenadariteal de 7 dias de incubacéo foi
relacionada a menor concentracdo de acUcar disgpoiue pode estar associado a maior
taxa de metabolizacdo desse substrato nas prim2#aboras, considerando-se que a
guantidade de indculo (35 g) foi a mesma para toddsatamentog-{gura 3). Nesse caso, a
razao massa de inoculo sobre concentracdo de ag&%r de sacarose € igual a 2 (35g de
inoculo; 17,5 g de acucar), a 10% de sacarosel, égig35 g de inoculo; 35 g de agucar) e a
20% de sacarose, igual a 0,5 (35 g de inoculo; d® agucar).
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Figura 3.Percentual de reducéo do pH da fase liquida do #defagua com diferentes
concentracdes de agucar mascavo no decorrer do engrescimento.
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6.1.2 — Concentracao de proteina na fase liquidanes graos de kefir

Tabela 3 Dosagem de proteina total da fase liquida e desgt@defir de agua com trés
concentracdes de agucar em trés tempos de incubacao

Fase liquida Graos
Tempo de
crescimento
(dias) 1 3 7 1 3 7
Agucar (%)  ---------memee-- L T e —— mg/ mg-----------------
5 0.0119Ca 0.0114Ba 0.0041Ba 0.1264Bb 0.1512 BI2851 Aa
10 0.0328 Ba 0.0255Ba 0.0109Bb 0.2082Bb 0.30%651 A.2060 Ab
20 0.0584 Aa  0.0448 Ab 0.0321 Ac 0.3224 Aab 0.3482 0.2524 Ab

A concentracdo de proteinas na fase liquida e mi@sgexceto aos sete dias de
incubacao, é proporcional a concentracédo de aclisonivel o que deve estar relacionado a
um aumento da biomassa microbiaiakiela 3. Porém, enquanto na fase liquida a maior
concentracdo de proteina € observada apOs 24 Herascubacdo, nos graos os valores
méaximos sao observados apds 3 dias para as cag@srde 10 e 20% de aclcar e apos sete
dias de incubacéo para a concentracao de 5%.

A Figura 4 apresenta os dados de proteina totadlbiizada a partir das duas fracdes,
fase liquida e gréos. Os valores de proteina abtids primeiras 24 horas foram os mais altos
observados e se mantém até as 72 horas apésmdaigicubacao, indicando que a atividade
de sintese proteica ocorreu logo no inicio da iacéb simultaneamente a reducdo dos
valores de pH decorrente da quebra do acucar diggdppossivelmente devido a producéo de
acidos piravico e lactico pela glicdlise. Aos sdtas, no entanto, h4 uma reducdo desses
valores principalmente para as concentracfes ae2l@%6 de acgucar. Por outro lado, quando
se observa a distribuicdo da proteina nas duadefsa¢ possivel concluir que a quantidade de
proteina presente na fracdo liquida diminui ao dodg periodo de incubacdo, enquanto
aumenta nos graos, sugerindo que a proteina poaduma fracdo liquida é gradativamente
imobilizada nos gréos.

Na producéo de kefir tradicional utilizando o lgite produto é considerado pronto
para ser consumido apés 18 a 24 h de crescimeopitZtOtsoa, 2006). A reducdo observada
aos sete dias na fracdo proteica pode ser umaquadrssa de se ter ultrapassado esse tempo
otimo indicado para a obtencdo do kefir. A redugdaquantidade de proteina pode indicar
gue a mesma esteja sendo utilizada como uma foergética alternativa em substituicdo a
sacarose. Conforme discutido por Lopitz-Otsoa (2086 leveduras podem mudar seu
metabolismo de acordo com a concentracdo de adlisponivel, apresentando atividade
proteolitica ou lipolitica o que garante a obtengéaminoacidos livres e acidos graxos que
serdo utilizados para o seu crescimento. Esselawssi sugerem que a obtencao de graos de
kefir ocorra dentro de um intervalo de tempo cassido Otimo, quando se observa
multiplicacdo sucessiva e manutencdo da viabilidddeinoculo. Apesar de ndo existir
informacédo na literatura, € possivel que a extenddoperiodo de incubacdo possa
comprometer a qualidade do kefir de &gua. Nas c¢Oedi do presente estudo sob
concentracdo de 5% de acucar, talvez em funcaardenetabolismo mais lento, pode-se
retirar o produto até o sétimo dia, ao passo qaeoacentracdes de 10% a 20%, o produto &
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aceitavel até o terceiro dia. Nessas concentragies, sete dias, a quantidade de proteina é
reduzida o que deve prejudicar a qualidade do inécu

A reducao de proteina nos grdos também pode essaciada a diminuicdo da
biomassa microbiana nos graos e das proteinasngeergunto com polissacarideos formam
a matriz dos gréos. Pode estar ocorrendo morteétldas, reducdo no crescimento e
degradacdo das proteinas.

Incubacdo com 5% de agucar mascavo
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Incubacdo com 20% de acucar mascavo
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Figura 4.Teor de proteina total no sobrenadante eas graos de kefir de &gua com trés
concentracdes de agUcar, no primeiro, terceiro eta®@o dias de crescimento a 28 °C.

6.2 Quantificacdo de bactérias e leveduras totais

Dentro do ambito da agricultura organica, além dasibilidade de uso como
probidtico para a criagdo animal, outra aplicacddkefir seria na aceleragcdo do processo de
compostagem e como tal, tem sido recomendado pareparacdo de bokashi. O bokashi é
preparado a partir da mistura complexa dos microsgaos eficazes presentes na fase liquida
do kefir. Visando determinar quais grupos microbgsao prevalentes na fase liquida e qual
a relevancia para a preparacao de substratosttmagka a sua composi¢cdo microbiolégica a
partir do plagueamento em dois meios de culturaSMRDYGS.

O meio MRS ¢é utilizado para isolamento de BALs {&aas acido lacticas) do kefir
em varios estudos realizados, anteriormente sesmbmmendado para cultivo tectobacillus
pois contém fatores especiais de crescimento (wbhso, acetato, magnésio e manganés)
caracterizando uma rica base nutricional, poréménéonsiderado um meio seletivo (deMan
J. et al Rogosa M.AndSharpeM.,1960}tps://catalog.hardydiagnostics.comiJa o meio
DYGS (dextrose yeast glucose sucrose) é um medoerit nutrientes e vitaminas e utilizado
para o crescimento de uma ampla variedade de marmmos (DOBEREINER. et al, 1995).

Independente do meio de cultivo foi obtido um etlvadmero de microrganismos
total a partir da fase liquida do kefir de agua {6 a 1¢ UFC mI%). Quanto maior a
concentracdo de acucar, maior foi o nimero de @ddrbservado nos dois meios de cultura
a partir do terceiro dia de incubac&agira 5).
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A. Meio MRS
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Figura 5. Numero total de coldénias microbianas oldas a partir da fase liquida do kefir de 4gua
(A) Meio MRS; (B) Meio DYGS

O maior nimero de coldnias obtido ao longo do peride incubacao para todas as
concentracbes de aclcar ndo se relaciona diretandenbncentracdo de proteina da fase
liguida, onde foi detectada uma queda de proteipartir do terceiro dia de incubacéo. E
comum que o plagueamento em funcdo da seletividademeios de cultura ndo reflita a
abundancia total da comunidade presente na fasiddiglo kefir. O uso de meios de cultura
para estimar a contagem de microrganismos totaissapta uma série de limitacdes, a
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comecar com o baixo percentual de microrganismespgalem ser recuperados, geralmente
menos de 1% da riqueza total OL(VEIRA et al., 2006
http://www.multiciencia.rei.unicamp.br/artigos_0708_7.pdf.). Possivelmente, isso se deve
a pressao de selecdo exercida sobre a comunidadsbiana em funcéo dos constituintes dos
meios, relacéo 9 CO,, pH, temperatura de incubacéo, dentre outrosdatdtor outro lado, a
concentracdo de proteina € uma medida que estard@ete relacionada a biomassa total da
amostraCHEN et al, 2009).

Magalhdes et al. (2010) enfatiza que a despeitdiniésicoes conhecidas, os métodos
dependentes de cultivo representam a Unica mar@ida de se isolar microrganismos, e por
essa razdo sao ainda bastante utilizados na igxe&t da sucessao microbiana durante os
processos de fermentacao.

6.3 Isolamento, caracterizacdo morfocultural e segnciamento do gene 16S e ITS
dos microrganismos cultivados nos meios MRS e DYGS

Foi obtido um total de 25 isolados representatives diferentes caracteristicas
morfoculturais, sendo que desses, 11 foram isoladpartir do meio MRS e 14 do meio
DYGS. Por meio de microscopia oOtica, vinte isolattoam identificados como bactérias e
cinco como leveduras. Entre as colbnias identiisadomo bactérias, predominaram as de
formato circular, borda inteira, cor creme, senvajdo, aparéncia homogénea e opaca
(Tabela 4). A maioria das colbnias de leveduragsgmtou de 3 a 5 mm de diametro e cor
branca, exceto o isolado 28 que apresentou cotienéloracao creme.

A regidao do 16S rDNA dos isolados bacterianog ®1ldos isolados fungicos foi
sequenciada, o que permitiu a determinacéo dosctaps géneros. Optou-se por mostrar 0s
resultados do sequenciamento ao nivel de génercsgronecessario o estudo de outras
caracteristicas para a definicdo de espécies ddaacom a moderna taxonomia que utiliza
estudos polifasicos para identificacdo de prooasi¢GILLIS et al., 2005). No anexo xx pode
se visualizar uma tabela com as espécies que lagl@soapresentaram homologia e o grau de
similaridade.
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Tabela 4.Caracterizagcdo morfocultural e sequenciamentoalades obtidos a partir da fase

liguida do kefir de agua em dois meios de cultéira. Meio MRS, 4 B. Meio Dygs.

4A. Meio MRS
Isolado  Sequenciamento Tam Forma Borda Cor Elevacdo Aparéncia Transparéncia
13 Acetobacter sp. 2 circular inteira creme convexa homogénea opaca
13.1 Staphylococcus sp. 1 circular inteira creme plana  homogénea opaca
34  Staphylococcussp. 1 circular inteira  branca plana homogénea opaca
36 Acetobacter sp. 1 circular inteira creme plana homogénea transllcida
41 Acetobacter sp. 2 circular recortada creme plana heterogénea opaca
42 Sacharomyces sp. 5 circular recortada branca convexa homogénea opaca
42,1  Sacharomycessp. 3 circular recortada branca convexa homogénea opaca
44 Staphylococcus sp. 1 circular recortada branca Plana heterogénea translicida
45 Acetobacter sp. 3 circular inteira creme plana homogénea transllcida
46 Acetobacter sp. 2 circular inteira creme plana homogénea transllcida
48 Sacharomyces sp. 3 circular inteira  branca convexa homogénea opaca
4B. Meio Dygs
Isolado sequenciamento Tam Forma  Borda Cor Elevacdo Aparéncia Transparéncia
12 Acetobacter sp. 3 circular inteira creme plana  homogénea opaca
19 Burkholderia sp. 3 circular inteira creme convexa heterogénea opaca
19,1 Burkholderia sp. 2 circular inteira creme convexa homogénea opaca
26 Burkholderia sp. 4  circular inteira creme plana  heterogénea translicida
21 Methylobacterium sp.  Punt. circular inteira rosa convexa homogénea opaca
27 Microbacterium sp. 3 circular inteira amarela convexa homogénea transllcida
6 Microbacterium sp. 4 circular inteira amarela convexa heterogénea translicida
23 Microbacterium sp. 2 circular inteira creme plana  homogénea translicida
24 Mucilaginibacter sp. 1 circular inteira rosa convexa homogénea translicida
52 Pseudomonas sp. 5 circular recortada amarela plana heterogénea opaca
28 Sacharomyces sp. 5 circular recortada creme plana  homogénea opaca
29 Sacharomyces sp. 3 circular inteira  branca  plana heterogénea opaca
30 Staphylococcus sp. 4 circular inteira  branca  plana  homogénea opaca
32 Stenotrophomonas sp. 4  circular recortada creme plana heterogénea translicida

Foram encontrados um total de 17 isolados ideatifis como bactérias pertencentes
aos génerogcetobactern(6), Burkholderia(3), Methylobacterium(1), Mucilaginibacter (1),
Pseudomonas(1), Staphylococcus(4) e Stenotrophomonag1l). Trés isolados foram
caracterizados como actinomicetos, géméiaobacterium,e cinco isolados como leveduras,
géneroSaccharomyces€Em geral ndo € encontrada uma alta diversidadeid®rganismos
recuperados a partir do kefir de agua. No estudblalgalhdes et al. (2010) foram obtidos a
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partir da fase liquida do kefir de agua dois gruposcipais de microrganismos: BALs e
leveduras.

Alguns microrganismos sao frequentes no kefir: AkBe o génerd\cetobacterbem
como, o0s géneros de levedurdaccharomyce&luyveromyceg Candidg dentre estas sendo
0 mais comum o grupBaccharomyce@LIVEIRA, 2005).

No meio MRS prevaleceram isolados obtidos dos @&nelAcetobacter
Saccharomyceg Staphylococcysenquanto maior rigueza de espécies foi recupeeatda
meio DYGS a partir do qual foram obtidos além diados, seis género&urkholderig
Methylobacterium Mucilaginibacter Microbacterium Pseudomona® Stenotrophomonas
possivelmente como consequéncia da maior seletieida meio MRS.

Nenhum isolado obtido foi identificado como pertame ao grupo das BALs, o que
talvez tenha ocorrido em fungéo da pressao de&eltgs condi¢des de cultivo utilizadas ou
devido ao tempo da primeira coleta ter sido mwgn| podendo as BALs estarem presente
num periodo anterior as 24 horas, como foi detegiad Magalhdes (2011Ylagalhaes et al.
(2010) também né&o conseguiram detectar a partultieo em meio MRS algumas bactérias
do &cido lactico que, no entanto, foram detectamasDGGE Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis apds 24 h de fermentacdo. No presente estudanfareditamente
identificados grupos de bactérias que até entdohadimam sido citados em outros estudos
com kefir de agua, tais comoBurkholderia Methylobacterium Mucilaginibacter
Pseudomonas Stenotrophomonagsses géneros foram obtidos a partir do meio DYG&S
n&o é rotineiramente utilizado para esse tipo ddyio. E possivel que esses grupos possam
ser considerados eventuais, uma vez que nao samateencia frequente nas amostras
analisadas, segundo trabalhos publicados por catrtoses (BERGAMANN et al., 2010).

6.4 Composicao da comunidade microbiana cultivada nos @ows MRS e DYGS

Analisando 0s géneros microbianos obtidos ndo sered nenhuma tendéncia na
distribuicdo dos mesmos quando se comparam apteparacdes de kefir de dgua com
diferentes concentracfes de acucar. Em relac&ngmotde incubacéo, no entanto, 0 nimero
de géneros recuperados em meio DYGS ao final diodmeide 7 dias € menos da metade
daqueles observados nas amostragens dos primieiroe@o dias, quando foram encontrados
apenas os seguintes géndvbsrobacterium Pseudomonae SaccharomycedJma vez que a
recuperacdo no meio DYGS parece ser bastante reéiciguando se considera 0s nove
géneros encontrados, esse resultado pode indicar sumessdo ao longo do periodo
estabelecido. Quando se utilizou esse meio devoukicetobacterfoi o Unico género nao
recuperado apos o primeiro digStaphylococcusido foi recuperado apos o terceiro. Como
esses géneros sdo comuns em praticamente todasoasas cultivadas em meio MRS, a
presenca pontual no meio DYGS talvez indique unmealseletividade do meio em relagéao a
esses géneros bacterianos.

A Tabela 6 mostra a variabilidade dos tipos mottocais cultivados nos meios MRS
e DYGS. No meio MRS a presenca de isolados ideatlbs do génerécetobactere
Staphylococcusé consistente ao longo do periodo de observac@lep@mdente da
concentracdo de acucar utilizada na preparacaeftedie agua. Foram isolados cinco e trés
tipos morfoculturais, posteriormente caracterizadoso Acetobactere Staphylococcus
respectivamente. As principais diferencas conaistina borda da colGnia, aparéncia e
transparéncia do muco. As colbnias caracterizaola® &cetobactermapresentaram cor creme
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e diametro variando de 1 a 3 mm, enquanto as$tdphylococcusnostraram 1 mm de
diametro e geralmente cor branca. Ainda foram oBbtidrés tipos morfoculturais
caracterizados como leveduras do gértemocharomyces spgue compreenderam colonias
brancas variando de 3 a 5 mm de diametro. Ao admtés tipos morfoculturais bacterianos
encontrados, as colonias de levedura nao foramdasla partir das amostras de kefir de agua
produzido com 5% de aguUcar. Essa observacéo n@oriirmada quando se utilizou o meio
DYGS (vide a seguir) e, portanto, qualquer condusdespeito da presenca de leveduras em
funcdo da concentracdo de aguUcar deve ser vistacemtela e demanda novos ensaios
visando a sua confirmacao.

Quando se compara o0 numero de géneros recuperadusia DYGS em relacdo ao
MRS, nota-se que apesar da maior diversidade eadanho primeiro, seis dos nove géneros
s6 apresentaram um tipo morfocultural o que pod&areassociado a uma baixa
representativade nas amostras. Encontram-se natsgoga os géneroBcetobacter sp.
Methylobacterium , Mucilaginibacter sp. Pseudomonas sp.Staphylococcus sp.e
Stenotrophomonas spComo visto anteriormente, colénias caracterizadasodAcetobacter
e Staphylococcudoram bastante comuns no meio MRS enquanto afs#idomonas
aparecerem em todas as amostras de kefir analisatigmendente da concentracdo de acucar
e tempo de incubacdo. Esses dados sugerem quegéss®®s nao sejam de ocorréncia
eventual nas amostras estudadas. Trés tipos mtti@is caracterizados conBBurkholderia.
foram recuperados a partir do meio DYGS represestaor colénias cremes com diametro
variando de 2 a 4 mm. Além das bactérias propritéeneitas, foram recuperados trés tipos
morfoculturais nesse meio caracterizados como géhicrobacterium pertencente a
actinobacteria. Os tipos morfoculturais apresentacal6nias de cores variadas: amarela,
creme e rosa variando de 2 a 4 mm, além de peqwenagdes na elevacdo da colonia e
aparéncia do muco. E por fim foram isolados dopogi morfoculturais que foram
posteriormente caracterizados co8echaromycesujas colonias creme ou branca variaram
de 3a5 mm.

Tabela 5. Variabilidade microbiana a partir dos tipos morfoculturais presentes em kefir com
diferentes concentracfes de acucar ao longo dosidsl Meio MRS (5A) e meio DYGS (5B)

Tabela 5A:
Géneros Concentragao de agucar
Microbianos e 5% 10% 092
namero do isolado Tempo de crescimento (dias)
1 3 7 1 3 7 1 3 7
13 X X X
Acetobacter 36 X x X X
41 X
- 45 X X X
Bacteéria 46 X X
131 X X X
Staphylococcus 34 X X X
44 X X X X X X
42 X X X X X
Levedura Saccharomyces42.1 X X X X X
48 X X




Tabela 5B:

Concentracéo de agUcar

Géneros
Microbianos e 5% 10% 0%2
namero do isolado Tempo de crescimento (dias)
1 3 7 1 3 7 1 3 7
Acetobacter 12 x
19 X
Burkholderia 119’ X
Bactéria 26 X X X
Methylobacterium 21  x X X X
Mucilaginibacter 24  x X X
Pseudomonas 52 x X X X X X X X X
Staphylococcus 30 X
Stenotrophomonas32 X X X X
6 X X X X
Actinobacteria Microbacterium 23 X X X X
27 X X X
Levedura Saccharomyces 28 X X X
29 x X X X X X X X X

As figuras 6 e 8 mostram a abundancia dos génelmsbranos isolados nos meios
MRS e DYGS, respectivamente, nas amostras daitpgdd de kefir de agua preparado com
diferentes concentracdes de aglcar ao longo desemana de incubacéo.

No meio MRS (figura 6 e 7) h4 uma predominanciasdados caracterizados como
pertencentes ao génedaetobacterao longo de todo o periodo de incubacéo e indepeed
da concentracdo de acucar disponivel. Essas lectwnhecidas como bactérias do acido
acético realizam a oxidacdo de alcodis, no casas raamum do etanol, resultando na
producédo de acido acético (OLIVEIRA, 2005). No kedi producéo de acido acético confere
o odor caracteristico a bebida quando se ultrapadsanpo de incubacao ideal. O grupo
tolera bem a acidez suportando pHs abaixo de 40nénrados nesse estudo. O processo de
oxidacdo do etanol pelo géneAxetobacterleva a formacdo de acido acético, liberado
durante o processo de incubacao.

Acetobacterpossui a enzima dextrana-sacarase que € indugidaspcarose e que
resulta na sintese do exopolissacarideo dextramgy oonbémetro é o alfa-D-
glucaconopiranosil (RODRIGUES, 2003). A dextranadpzida € solivel em agua e na
presenca de etanol e € precipitada formando oss giéokefir. Esse género bacteriano
influencia a quantidade de dextrana produzida, ® pprece estar associado a uma etapa
posterior a massa de graos de kefir. Os génarosonosto® Streptococcusgue ndo foram
detectados pela metodologia empregada nesse esantmem possuem a enzima dextrana-

sacarase.
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Lactobacillus LactococcusLeuconostoce Streptococcuséo géneros frequentemente
encontrado no kefir, conjunto comicetobacte(SCHNEENDORF & ANFITEATRO, 2004),
porém ndo foram detectados nas amostras. Essdwdesucorroboram que a composicao
microbiana do kefir é variavel de acordo com a@igem, devendo prevalecer, no entanto,
as funcdes microbianas capazes de garantir astexdsticas do produto. Essa variabilidade
pode ser decorrente de varios fatores, citandaovse eles, temperatura, umidade, qualidade
da agua e do acucar, qualidade do substrato earodgeanoculo.

No meio MRS (figura 6) foram ainda recuperadosmuaolados que apresentaram
elevada similaridade com espécies do gérstaphylococcusEsse género foi comum
principalmente a 5% de acucar aos trés dias debawgéw. Os isolado 44 foi identificado
como Staphylococcus possivelmenteS. warneri Staphylococcussdo bactérias do filo
Firmicutes. Sdo Gram positivas, e podem ser asixia doencas em seres humanos e
animais. Porém nem todas as espécies sao patagémieadiversidade do grupo é dividida
com base na reacao de coagulase negativa e ppséido consideradas patogénicas as cepas
gue coagulam o plasma sanguineo.

Na Europa, as bactérias do acido lactico e stapbgtd coagulase-negativa sao
usadas em conjunto para a producdo em pequenga dacala de salsichas levemente
fermentadas que adquirem sabores especificos déoamom as culturas de bactérias usadas.
Nesse processo Aymeriet al. (2003) cita uma série de estudos que identifi&amylosus
como a principal espécie, seguida 8e carnosus S. simulans S. saprophyticysS.
epidermidis S. haemolytiucysS. warnerie S. equorungue sdo usadas para estabilizacéo da
cor devido a capacidade de reduzir nitrato a ajtdecomposicdo de peroxidos e atividade
lipolitica e proteolitica (STAHNK, 19945taphylococcusambém sao produtoras da enzima
lactato desidrogenase (também chamada desidrogiatii®a) que catalisa a conversédo de
piruvato a lactato gerando poder redutor (NADH+amp o oxigénio esta ausente ou em
baixa presséo (ISOBE, 2002).

J& no meio DYGS foram obtidos isolados identificagelo sequenciamento do 16S
rDNA como pertencentes ao grupo das pseudomongsrdfi8). Esses isolados foram
recuperados em praticamente todas as amostrasami@iindependente da quantidade de
acucar e tempo de incubacdo, mas foi mais comurs @@® dias do inicio da incubagédo no
kefir produzido com 5% de acucar, distribuicdo dbarge aos isolados @&aphylococcus

O grupoPseudomonasive nos solos, de forma saprofitica, atuando imeralizacao
da matéria organica complexa em formas simpleppdiseis para as plantas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002). Esta espécie possui isolados ctiln gotencial biotecnolégico, sendo
utilizada para a promocao de crescimento, contbitddgico, inducdo de tolerancia a
estresses em plantas e biorremediacdo (SINGH,&0l1l).Pseudomonas séo descritag
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology, comoilba retos ou ligeiramente curvos nao
esporulantes, aerdbias, moveis por meio de um as flagelos polares e Gram-negativas.
Sao generalistas, ou seja, usam um conjunto dedfalet carbono com eficiéncia similar e sdo
encontradas em diferentes habitats. De acordo caartMur (2006) estirpes de. putida
utilizam 77 compostos de diferentes fontes de carlmoque deve estar associado a presenca
em diversos ambientes. Algumas espécies do grupareBcente sdo descritas como
promotoras do crescimento vegetal (DIAS, 2011).

Isolados caracterizados com8urkholderia e Stenotrophomonasspp. foram
recuperados a partir do cultivo no meio DYGS (fg8). Ambos os géneros foram
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inicialmente enquadrados conRseudomonasté que na década de 1960 os estudos de
Stanier e colaboradores dividiram as centenas picies do género em grupos e subgrupos
de acordo com o perfil nutricional (STANIER et 41966).

As Burkholderias sdo generalistas, Gram-negativas apresentam rnistabo
fermentativo anaerdbico, fixam nitrogénio atmosi@re utilizam o manitol. Membros da
familia Burkholderiaceae podem utilizar nitrato eanaerobiose. Produzem pigmentos
fenazinicos solUveis em agua, siderdforos dos tipdioxamatos e catecolatos, tais como,
ornibactinas, pioquelim e cepabactina (PALLERONIQZ). Semelhantes as Pseudomonas
utilizam uma variedade ampla de fontes de carbomu® tem sido atribuido a ampla
distribuicdo observada para o género. Nas amodii@spresente estudo, isolados
caracterizados conBurkholderiaforam comuns aos trés dias de incubacdo no kefir 5%
de acucar ou apés o primeiro dia de incubagéo filoek20% de acucar (figura 8).

Ao contrario das Burkholderias e Pseudomonas espécies do género
Stenotrophomonagamilia Xanthomonadaceae ndo sdo tdo versateicionalmente, mas
possuem capacidade para degradar hidrocarbonettsgitias, tolueno, xilenos e querosene.
S&o aerobias estritas, produzem pigmentos amaeldgeis em agua e formam colénias com
baixa fluorescéncia. Apesar de ter sido recupedadduas amostras com um dia apés o inicio
da incubacdo e duas com trés dias de incubacdotelenos quantitativos, os isolados
representativos do género soO tiveram alguma exjowesas amostras de kefir com 5% de
acucar apos o primeiro dia de cultivo (figura 8).

No meio DYGS foi obtido um isolado (n.21) que aprégeu 100% de similaridade
com Methylobacterium radioraque foi anteriormente classificado conRseudomonas
radiora. Methylobacterium spp. pertencem ao grupo das alfa-proteobactenagem
Rhizobiales, familia Methylobacteriaceae. Sdo Grespativas e utilizam metano de forma
facultativa. Formam colbnias pequenas de 1 a 3 mosy palida, estritamente aerobias,
guimiorganotréficas e metilotréficas. Green & Baelkf (1983) propuseram uma emenda no
género que ainda é valida, recaracterizando-agr®asér isolados do solo, nédulos, graos de
arroz, ambientes hospitalares, sedimentos de lagasiperficie de folhas (GREEN &
BOUSFIELD; 1983). No presente estudo elas aparecem alguma prevaléncia nas
amostras de kefir com 5 e 20% de acUcar ap0s trésdia de incubacéao, respectivamente.

E por fim, o dultimo género bacteriano isolado atipado meio DYGS,
Mucilaginibacterso teve mais evidéncia nas amostras coletadasti&@sodias de incubacéo
de kefir a 5%. O género pertence ao Blacteroidetesda familia Sphingobacteriaceae que
agrupa bactérias Gram-Negativas estritamente a@rO0bu anaerdbias facultativas. S&o
amplamente distribuidas, isoladas do solo, da &gespecialmente eficientes em degradar
varios biopolimeros com énfase para polissacaritiescomo “gellan gum”, laminarina,
pectina, pullulan, amido, xilano além de produzerid@ a partir da frutose e galactose
(Pankratov et al. 2007). Pakratov (2007) propos émegp para alocar duas estirpes
anteriormente descritas comBedobacter sp. que produziam grandes quantidades de
exopolissacarideos e foram isoladas de turfeiralagiae sphagnum em areas pantanosas.
Uma das estirpes descritas por Pankratov(2007) éaimdra rosa e translicida, tal qual o
isolado 24 reportado no presente estudo.

Enquanto no meio MRS a maior parte dos isoladostift®dos pertenciam a um
dos sete géneros bacterianos descritos acima, oDW&S, os isolados bacterianos apés o
primeiro dia de incubacdo variaram de 30 a 50% alal tde isolados decrescendo
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substancialmente ao longo do periodo de incubagéw.final desse periodo, eles
representavam um total de cerca de 4% apenas.

Além das bactérias, foram recuperados no meio D¥GISdos caracterizados como
pertencentes ao géneMicrobacteriumdo filo Actinobacteria,familia Microbacteriaceae
(figura 8 e 9). Esses isolados foram bastante cemas preparacdes de kefir independente da
concentracdo de aclUcar aumentando o percentuabtiyaadente ao longo do periodo
chegando ao final com cerca de 75% dos isoladea &s primeira vez que esse género é
relatado para o kefir. Actinobacteria inclui aprogdamente 39 familias e 130 géneros,
grande parte com crescimento micelial (VENTURAIgt2007). S&o bactérias gram positivas
que ndo esporulam e tém natureza termodurica capl@zesistir a pasteurizacdo, suportando
altas temperaturas. O fildctinobacteriacompreende espécies com atividade patogénica aos
seres humanos e animaSofynebacteriumspp., Mycobacteriumspp., Nocardia spp., e
Propionibacterium spp. e Tropheryma spp., habitantes do solaSt(eptomycesspp.),
comensais em plantas.€ifsonia spp.), fixadores de nitrogénio atmosfériderankia) e
habitantes do trato intestinal de mamife®i$idqobacteriunspp.).

No presente estudo, trés isolados mostraram 99%indikaridade com a espécie
Microbacterium dextranolyticungue anteriormente era classificada coRlavobacterium
sp., até que em 1993, Yokota propds a reclassifcag@s estirpes tipo IFO 14592T e IFO
15204T (a dextran-cx-1,2-debranchin en- isolate)dab de corn “steep liquor” que tém
capacidade de quebrar a dextrana. A espBtiedextranolyticumcompreende bactérias
aerdbicas,que apresentam col6nias de 2 a 4 mmadeetid, sdo circulares, tem bordas
inteiras e sdo pouco convexas. Produzem pigmendoedon Os isolados caracterizados como
Microbacterium encontrados nesse estudo (6, 23 e 27) mostrararact@dsticas
morfoculturais similares as das estirpes reclasglis por Yokota (1995) e sua presenca
possivelmente se deve a capacidade de utilizaradexpara obter carbono e energia.

Dentro desse género, as espédikslacticum e M. flavum sdo muito préximas
filogenéticas ao géneicactobacillus Nashif & Nelson (1952) mostraram que essas espéci
eram capazes de produzir acidos no leite. Estudabzados nas Ultimas décadas tém
enfatizado cada vez mais a importancia da micralpotsente no trato intestinal no processo
digestivo de seres humanos e animais onde atuarsir@rgismo (MIGUEL, 2010). Por
exemplo, um dos principais grupos desses microsgass € o dod.actobacillus que
enriguecem a capacidade metabdlica devido a prasgeggenes para o metabolismo de
lactose que ndo estdo presentes no arcabouco a@en@s seres humanasactobacillus
atuam fermentando polissacarideos mais simplesaetmas bifidobacterias, actinobacterias,
mostram capacidade de metabolizar compostos coop(®ENTURA et al., 2007). No kefir
de agua esses organismos podem utilizar como atdogiara o processo fermentativo a
dextrana que forma os graos. Bifidobacterias forrsanbioses com seres humanos e séo
também consideradas probioticas porque fermentandgrvariedade de oligossacarideos que
nao sdo digeridos pelo hospedeiro (VENTURA et @072, e por essa razdo 0 seu consumo
tem sido estimulado.

E finalmente, foram obtidos isolados de leveduragraaterizados como
Saccharomyces cerevisak presenca dessa espécie no kefiesponsavel pelo cheiro tipico
de fermento e contribui para melhorar a qualidaglesarial da bebida, tornando-a mais
refrescante e ligeiramente alcodlica (BARNETT et26l00 , MAGALHAES et al; 2010).
Esses fungos reduzem a concentracédo de acidol&céistimulam as bactérias que produzem
o kefiran, um exopolissacarideo do tipo dextran&efo de leite.
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Em ambos os meios de cultura utilizados, a preseagdeveduras foi mais evidente
no kefir com concentracbes mais altas de acUcar sgdlistinguindo em termos de
concentracdo diferencas relacionadas ao tempo aéagao. Apesar das concentracdes
observadas, em torno de 10 a 20% serem inferiosesergontradas para 0 género
Microbacterium ha que se considerar que o volume das levedwacaé de dez vezes maior
do que o das bactérias. E possivel que as levedredeminem nos gréos do kefir de agua
utilizados nesse estudo tal qual foi observaddfagalhaes et al. (2010)

Em geral, bactérias acido-lacticas (BAL) sdo maiserosas (1910° UFC/g) que
leveduras (1810° UFC/g) e bactérias &cido-acéticas (BAA)*10° UFC/g) nos gréos de
kefir. Entretanto, as condi¢coes de fermentacaompaafetar este padrédo (KOROLEVA, 1991;
GARROTEet al, 2001; FARNWORTH, 2005).

Entender o papel dos diversos microrganismos érados nesse estudo na
manutencdo das caracteristicas do kefir de aguer@leer assunto de estudos futuros. Ja a
diversidade pode estar relacionada a sua proced@ncondicdes de cultivo. Bergamann
(2010) relata que a variedade de microrganismosngracia no kefir poderia ser atribuida a
diferentes origens, entre outros fatores como grgéioa, 0 modo de preparo e o0 substrato
utilizado para a proliferacdo do kefir. Por outemld Wszolek et al (2001) discordam e
afirmam que apenas o substrato € capaz de difareaccomposicdo do kefir depois de
analisar diferentes bebidas lacteas provenient®oldmia e Escdcia.

Como o kefir € um produto feito em casa, multiplicam varias regides do Brasil e
do mundo com diferencas na forma de manejo no reibst nas concentracées de acucar,
adicdo de frutas secas, limao, estas diferencasnpak relacionar aos microrganismos
presentes que sao “selecionados” pela forma deaqrep qualidade do substrato utilizado
para a fermentacdo, dentre eles a qualidade damagfiizado. No estudo conduzido por
Generoscet al (2009) foram avaliadas 31 marcas de acUcar masuawercializadas nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Jamgrana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Trinta por cento das amostras apresentaraoreglacima do limite microbioldgico
exigido. Jesus (2010) avaliou a qualidade micrdigich de 10 marcas de acglucar mascavo
comercializadas no interior de S&o Paulo e obsemoel apenas quatro atenderam aos
parametros dadNational Food Canners and Processofdenhuma delas obteve resultado
satisfatorio em relacdo a qualidade microbiolégeendo que a quantidade de bactérias
mesofilas estava acima da permitida devido a f@dtacontrole de qualidade. A qualidade
microbiolégica do agucar depende de controle dedade (mantendo atividade de &gua
dentro do padrdo estabelecido), as condi¢cdes denbiglurante o preparo e armazenamento.
A cana de agucar também deve ser limpa, ndo padgustmada e/ou doente, pois as
impurezas acompanham o acucar. Os padrfes intenagciestabelecem um limite de 50
UFC.g" para bolores e leveduras, 50 UF(pgra bactérias meséfilas totais e até 50 esporos
de termofilas em 10 g de produto.

Assim € importante mencionar que a qualidade migldyica do acucar utilizado

como substrato para a fermentacdo também podeencilar e alterar a comunidade
microbiana do kefir.
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6.5Producao do bokashi

Passado os 40 dias de armazenamento, 0s bokaaii &yertos e analisados pelos alunos
do Programa de Pdés graduacdo em Agricultura Orgamioservando-se as propriedades
sensoriais do produto.

Todos os bokaski apresentaram caracteristicasasipindicando que o processo de
fermentacao foi efetuado de forma adequada. A aena@gte ndo recebeu microrganismos
apresentou odor ligeiramente diferente das der@almkaski produzido a partir de 250 ml de
kefir apresentou um odor mais satisfatério, segusdavaliadores experientes presentes.

Além do tempo insuficiente para realizar o estudbtyez ndo fosse possivel mostrar o
efeito do kefir na producao do bokashi devido asifices de condi¢cdes ambientais e falta de
conhecimento cientifico na manipulacéo e aplicai@@roduto, como relatado no estudo de
Kato (1992) e Noparatraraporn (1996) que néo cansseg mostrar o efeito do EM na
producao bokashi devido a esses fatos.

Os resultados obtidos sugerem que o kefir de agde pubstituir os inoculantes
comercias, auxiliando no processo fermentativorapgracao do bokashi.
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7 CONCLUSOES

A agua com acucar mascavo mostrou ser um bom ma® @ preparo do kefir
observando-se crescimento da massa de gréos tcacih do produto.

A maior a concentracdo de acucar disponivel (208b)résponsavel pela maior
producéo de graos.

Os maiores valores de proteina da fase liquidaeaegar no inicio do periodo de
incubacgdo, enquanto a proteina dos grdos aumeatatiyamente ao longo do periodo
atingindo um maximo aos 3 ou 7 dias dependendo ateentracdo de acucar
disponivel.

O cultivo da fase liqguida do kefir nos meios MRS D¥GS seguido do
sequenciamento da regido do 16S rDNA mostrou aepces de sete géneros
bacterianos Acetobacter Burkholderia Methylobacterium Mucilaginibacter
Pseudomonas Staphylococcus e Stenotrophomonas um de actinobactéria
(Microbacteriun) e um de leveduré&@accharomycgs

A recuperacdo dos isolados a partir das preparagéeksefir com 5% de acucar
mascavo apresentou principalmente géneros badatsrianncluindo-se as
actinobactérias, que foram comuns a todas as jpiEpes de kefir independente da
concentracdo de acucar disponivel. Leveduras sé@am nas concentracdes de 10
e 20% de acgucar.

Em termos de sucessao microbiana, os géneros ibac®iforam mais comuns no
inicio do periodo de incubacgdo, enquanto as coraEEds de actinobactérias e
leveduras aumentaram ao longo desse periodo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi dado destaque para o@stadase liquida do kefir de agua,
sendo esta pouco estudada anteriormente por cautoses. O kefir de dgua possui varias
aplicacdes na agricultura. Ele € utilizado comaiuhd para producdo de substrato, como por
exemplo o bokashi, acelerador de compostagem,@irobina producédo animal e também na
medicina humana. A fase liquida do kefir € de fandnejo e armazenamento, podendo assim
ser utilizada por pequenos agricultores.

De acordo com os resultados sugere-se a utilizdgdase liquida incubada por 3 dias
com 10% de acucar, por sua maior diversidade nimmabe estabilidade da proteina.

Nas primeiras 24 horas provavelmente ocorreu apgassomente de bactérias que,
no principio, oxidaram a sacarose a piruvato foxdoaacido latico e acético, acarretando a
queda de pH e aumento do teor de proteina, sugegews pode estar associado a maior
quantidade de substrato para o metabolismo dosomarmismos. Ja no terceiro dia,
simultaneamente com a queda do substrato, ocaséahilizacdo da proteina e producéo de
dextranas pelas bactérias. No terceiro dia tamb@mre aparecimento de leveduras que por
sua vez irdo produzir etanol a partir da sacarpes;ipitando a dextrana, ocasionando o
aumento da massa dos graos, porém menor diversitdadiana. (anexo)

E importante destacar que o presente estudo ndonélusivo em relacdo a
composicdo microbiana e a presenca ou auséncidgdasamicrorganismos pode estar
relacionadas a seletividade do meio.

A tentativa de elaboracdo do bokaski, e a composiicrobiana relacionada no
presente estudo sugere que o kefir de agua podsitaitbcom eficacia os inoculantes
comercias, auxiliando no processo fermentativorepgracao do bokashi.

Os dados encontrados podem ser considerados coracdfarramenta para melhor

explorar as propriedades dos grdos de kefir, namsddustria de alimentos, mas também na
agricultura.

41



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSADI, M.M; POURAHMAD, R.; MOAZAMI,R. Use of isolated kefir starter cultures in
kefir production World Journal of microbiology & Biotechnology, v.16, n.6, p.541-543,
2000.

AUSUBEL F M; BRENT R; KINGSTON. R E; MOORE. D DESDMAN, J G;SMITH. JA,
STRUHL. K. Current protocols in molecular biology. Wiley-Interscience, New York
(1992).

AYMERICH, T.; MRTIN. B; GARRIGA.M; HUGAS, M - Micrdoial Quality and Direct
PCR lIdentification of Lactic Acid Bacteria and Natipogenic Staphylococci from Artisanal
Low-Acid SausagesApplied and Environmental Microbiology,p. 4583-4594 Vol. 69, No.
8 -Aug. 2003.

BATAGLIA, O.C.; ABREU, C.A. Andlise quimica de substratos para crescimento de
plantas: um novo desafiopara cientistas de solicosa: SBCS. v. 26, p. 8-@Boletim
informativo), 2001.

BERGAMANN, R.S.O; PEREIRA, M.A; VEIGA, S.M.O.M; SOREEDORF, J.M;
OLIVEIRA, N.M.S; FIORINI, J.E. Microbial profile ok kefir sample preparations-grains in
natura and lyophilized and fermented suspens@&ncia e Tecnologia de alimentos,
Campinas- 2010.

BEZERRA, A.B., BOARI, C.D., OLIVEIRA, M.N., ZANCANARO, JR.O. Kefir X iorgute:
uma comparacao sensorial. Industria de laticir8és, Paulo, 1999.

BOTTAZZI, V; BIANCHI, F. A note on scanning electranicroscopy of micro organisms
associated with the kefir granullurnal of applied Bacteriology, v.48, p. 265-268, 1980.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abasimento.RESOLUCAO N° 5, DE 13
DE NOVEMBRO DE 2000. Dispde sobre a inspecado de alimentos de origemain
Disponivel em
http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis/actaetalhaAto.do?method=consultagislacaoF
ederal. Acesso em: 21/03/2012

CARNEIRO, R.P; Desenvolvimento de uma cultura adara para producao de kefir. Belo
Horizonte: Faculdade de Farmacia da UFMG. 1{Bssertacdo, Mestrado em Ciéncias de
Alimentos),. 2010.

CHABOUSSOU, F.Les Plantes Malades dés Pesticidets: Editions Debard, p. 265-1985.

CHAGAS, P.R.R,;TOKESHI H.; M.C. ALVESEffect of calcium on yield of papaya in
conventional and organic systemqIn Press) .Sixth International Coference on Kyuse
Nature Farming. Pretori. South Africa October 28-Btoceedings on Kyusei Nature
Farming and Effective Microorganisms for agricultural and Environmetal
Sustainability, Thailand,1999.

42



CHEIRSILP, Benjamas; SHIMIZU, Hiroshi; SHIOYA, : gakiEnhanced kefiran production
by mixed culture of Lactobacillus kefirano faciesrsd Saccharomyces cerevisiagournal
of Biotechnology-2003 .

CHEN, T.-H.; WANG, S.-Y.; CHEN, K.-N.; LIU, J.-RCHEN, M.-J. Microbiological and
chemical properties of kefir manufactured by ergeap microorganisms isolated from kefir
grains.Journal of Dairy Science v. 92, p. 3002-3013, 2009.

COLWELL, R. R. 1970a. Polyphasic taxonomy of thawgVibrio: numerical taxonomy of
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticuand related/ibrio species. J Bacteridl04:410-
433.

COLWELL, R.R. 1970b. Polyphasic taxonomy of baetedn Culture Collections of
Microorganisms, pp. 421-436. H. lizuka & T. Hasegayeds.) Tokyo, Uni

CRISPIM, S. M. Bactérias do acido lactico recupasade “massa de puba”: quantificagéo,
isolamento, identificacdo molecular e pesquisaubsténcias antagonistas. Belo Horizonte:
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. 64 pDiséertacdo, Mestrado em
Microbiologia)- 2008.

DALIE, D.K.D., DESCHAMPS, A.M.,FORGET, F. R. Lactiacid bacteria — Potential for
control of mould growth and mycotoxidsreview Food Contro| 21, 370-380-2010.

DELLAGLIO, F.; FELIS, G.E. Taxonomy of Lactobacikind BifidobacteriaCurrent Issue
in Intestinal Microbiologyv. 8, p. 44-61, 2007.

deMan J. et al Rogosa M.AndSharpeM.,1960) Dispodmive:
https://catalog.hardydiagnostics.com/cp_prod/Cdrtego/LactobaciliMRSAgar.html.
Acesso em fev/2011

DIAS, Anelise.Caracterizacéo e Selecao de Bactérias Fluoresdertestoras do
Crescimento de Couv2011. 151 pTese (Doutorado em Ciéncias). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidadé&ederal Rural do Rio de Janeirg
Seropédica, RJ, 2011.

DOBEREINER, J.; BALDANI, V. L. D.; BALDANI, J. I.Como isolar e identificar
bactérias diazotroficas de plantas nao-leguminosa®frasilia Embrapa-SPI: Itaguai, RJ:
Embrapa-CNPAB, 1995.

DUITSCHAEVER, C.L; KEMP,N.; EMMOS,D. Pure culturerimulation and procedure for
the production of kefirMilchwissenchaftv. 42, p. 80-82, 1987.

FARNWORTH, E.R. kefir — a complex probioft@od Sci. Technol. Bull.v.2, n.1, 2005.

FERREIRA, C.L.F. Prebitticos e Probitticos atual@ae prospecc¢do.. 206 p, Vigosa,-2003.

FRANCO, B.D.G.M; LANDGRAF, M. Microbiologia dos atientos. Sdo Paulo: Atheneu,
182p-1996.

GARROTE G., ABRAHAM A., DE ANTONI G.L 2001 Chemicand microbiological
characterisation of kefir graidurnal of Dairy Research 6: 639-652, 2001.

43



GILLIS, M.; VANDAMME, P.V.; SWINGS, J.; KERSTERS, KPolyphasic taxonomy.
Bergey's manual of systematic bacteriology2005.

GORSKI, D. kefir, 21st century yogurBPPairy Foods v. 95, p. 49, 1994.

GREEN (P.N.) and BOUSFIELD (1.J.): EmendationvéthylobacteriunPatt, Cole, and
Hanson 1976Methylobacteriunthodinum(Heumann 1962) comb. nov. corrig.;
Methylobacteriunradiotolerans(lto and lizuka 1971) comb. nov., corrig.; and
Methylobacteriummesophilicun{Austin and Goodfellow 1979) comb. ndwut. J. Syst
Bacteriol, 1983,33, 875-877.

GREGORIO, Marcelo Zaia; CHAGAS, Paulo Roberto RibeiOTA, Hiroshi; KINJO,
Sakae.: Eficiéncia do EM e do Bokashi no controke tdmperatura em processo de
biotransformacédo de residuos organicos e restgeda de vegetais urbanosCengresso
Brasileiro de ciéncia e tecnologia em residuo e a@gws/olvimento sustentavelFlorianopolis

— Santa Catarina (2004).

GULITZ, A; STADIE, J; et al, The microbial divergibf water kefir International Journal
of Food Microbiology, 2011.

GUPTA, R.S. & E. Griffiths. 2002. Critical issues lbacterial phylogeny. Theor. Popul. Biol.
61:423 434.

HIGA, T.; WIDIDANA, G.N. Changes in the soil micaila induced by effective
microrganism. INNNTERNATIONAL CONFERENCE ON KYUSEI NATURE ,1991.

HOMMA, S. KenjiNutri Bokashi em respeito a naturezaSao Paulo, 2003.

http://pt.wikipedia.org/wiki/Kefiracessado em agosto de 2011.

http://www.insumos.com.br/aditivos_e_ingredientesténias/143.pdfacesso em jun/2012

http://www.sbq.org.br/ranteriores/23/resumos/017iGe2x.htm) acesso em junho de 2012.

https://catalog.hardydiagnostics.com/cp prod/Cdftiago/LactobacilliMRSAgar.html

HUSEINI, H.F; RAHIMZADEH,G; FAZELI,M.R.F; MEHRAZMAM;
SALEHI,M.Evaluation of wound healing activities okefir products - journal
homepagewww.elsevier.com/locate/burn§BUR-3656; No. of Pages 5, 2011.

ISOBE, K.; KOIDE, Y.; YOKOBE, Y.M.; WAKAO, N. Crysddllization and some properties
of d-lactate dehydrogenase from StaphylococcukBH-1. Journal of Bioscience and
Bioengineering v.94, p. 330-335, 2002.

IWAHORI, H.; T. NAKAGAWARA. 1996. Studies on EM apipation in nature farming.
V.Applying methods of EM bokashi in vegetable uatdisAnnual Meeting of
JapaneseSociety of Soil Science and Plant Nutritignfokyo-1996.

IWAISHI, S. Effects of EM bokashi on various paddge varietiesAnnual Meeting ofAsia-
Pacific Nature Agriculture Network. October , 1994.

44



JAY, J. M. Fermentacao e produtos lacteos fermestdd: JAY, J. M. (6.ed\icrobiologia
de Alimentos Porto Alegre: Artmed, 2005. p.131-147.

KAMPF, A.N. Analise fisica de substratos para maMicosa SBCS. 2001. v. 26, p. 5-7
(Boletim Informativo).

KEMP, N. kefir, the champagne of cultured dairy qurots. Cultured Dairy Products
Journal, v. 19, p. 29-30, 1984.

KIEHL, E.J. Manual de compostagem maturacdo e qualidade do composto.
Piracicaba,edicdo do autor. 171p, 1998.

KOROLEVA, N. S. Products prepared with lactic abatteria and yeasts. In: Robinson, R.K
(Ed) Therapeutic properties of fermented milk®ndon, UK: Elsevier Applied Sciences
Publishers p.159-1791991.

KOROLEVA, N.S.Technology of kefir and kumys IDF Bull. V.227, p.96-100. 1988.

LEISNER, J.J.; VANCANNEYT, M.; GORIS, J.; CHRISTEES, H.; RUSUL, G.
Description of Paralactobacillus selangorensigen. nov., sp. nov., a new lactic acid
bacterium isolated from chili bo, a Malaysian fomgredient. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology.v.50, p. 19-24,-2000.

LIBUDZISZ, Z.; PIATKIEWICZ, A. kefir production in Poland. Dairy Industries
International, v. 55, p. 31-33, 1990.

LOPITZ-OTSOA, Fernando, REMENTERIA, Aitor, ELGUEBAL,Natalia and
GARAIZAR,Javier: Kefir: A symbiotic yeasts-bacterikcommunity with alleged healthy
capabilities CIC bioGUNE, Parque Tecnoldgico dekBig Spain-Rev Iberoam Micol; 67-
74pg-2006

LOWRY, O. H., ROSEBROUGH, N. J., FARR, A. L., RANRA, R. J. Protein
measurement with the Folin-phenol-reagdnBiotechol, v. 193, p.265-275, 1959.

LUDWIG, W. & H. Klenk. 2001. Overview: a phylogemnestbackbone and taxonomic
framework for procaryotic systematics, pp. 49-6B. Bergey's Manual of Systematics
Bacteriology. Second Edition. Springer-Verlag. Berl

MACHADO,A.L.P; MARDEN, A.P; VIERIRA, L.F; SILVIA, M.C; LEANDRO, W.M
Producdo de mudas de ced@e(rela fissilis Vell) em cultivo organico utilizadm Kefir como
biofertilizanteCadernos de Agroecologia — ISSN 2236-7934Vol 6, No. 2, Dez 2011.

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J.Brock Biology of Microorganisms3°
ed.Prentice Hall International, 986 p-1997.

MAGALHAE K. T., Pereira, G.V. deM.,Dias, D. R., &8wan, R. F. Microbial communities
and chemical changes during fermentation of sudgazilian kefir. World Journal of
Microbiology and Biotechnologyp.1241-1250 ,(2010).

MANUS, L. J. Liquid cultured dairy product€ultured Dairy Products Journal, v. 14, p.
9-14, 1979.

45



MCARTHUR, J.V. Microbial ecology: an evolutionargaroach Academic Press2006.
415p. Academic Press San Diego

MESQUIARI, M. Desenvolvimento tecnoldgico de um edi@&neo de quefir - lofir®. Belo
Horizonte: Faculdade de FarmacialeMG.. 142 p.(Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias
de Alimentos)-1999.

MESQUINI, R.M;SCHWAN, R.F;VIEIRA, R.A;NASCIMENTO, .F. Controle e progresso
temporal da ferrugem asidtica da soja sob contaternativo em campSumma
Phytopathol.,Botucatu, v. 37, n. 1, p. 24-29, 2011.

MESQUINI,R.M; SCHWANESTRADA K.R.F; NASCIMENTO, J.BALBI-PENA, M.l.
BONALDO, S.M. Efeito de produtos naturais na indlugle fitoalexinas em cotiledones de
soja e na germinacdo de urediniésporos Rleakopsora pachyrhi®Rev. Bras. de
Agroecologia.Vol.2 No.2/out. 2007.

MIGUEL, M.G.C.P.; Identificacdo de microrganismaslados de graos de kefir de leite e de
agua de diferentes localidad@&sssertacdo de MestragoUFLA Lavras, MG Brasil, 2009.

MIGUEL, M.G.C.P; CARDOSO, P.G; LAGO, L.A; SCHWAN,.R Diversity of bacteria
present in milk kefir grains using culture-depertdand culture independent methods
International Journal of Food Microbiology, 2010

MOREIRA, F.S.M. & SIQUEIRA, J.OMicrobiologia e bioquimica dos soloLavras:
Universidade Federal de Lavras, 2002. 626p.

MOREIRA, M.E.C; FERRAZ, V; BARBOSA, L.C.A; SCHNEED®RF,J.M. Atividade
Antiinflamatoéria de carboidrato produzido por femtegdo aquosa de grdos de Quefir.
Quim.Nova, v.31, 2008.

NASHIF.S.A. AND NELSON S. F. E:Some Studies on Microbacteria from lowa Dairy
Products* - Jornals. ASM.org Dairy Industry Section, lowa Agricultural Septesnb 1952 .

NAUMOVA. ES; IVANNIKOVA, YuV; GIl, Naumov Genetic dferentiation of the sherry
yeasts Saccharomyces cerevisBiechem Microbiol (2004).

NOMURA, M.; KOBAYASHI, M.; NARITA, T.; KIMOTO-NIRA, H.; OKAMOTO, T.
Phenotypic and molecular characterization Lafctococcus lactiSrom milk and plants.
Journal of Applied Microbiology, v. 101, p. 396-405, 2006.

NOPARATRARAPORN, N. Thailand collaborative reségaan evaluation of EM and EM
products, their feasibility testing and effects tbéir uses on agriculture andenvironment.
Open Symposium: Present Situations and Prospects Microorganismsas Agricultural
Materials, Tokyo- August ,1996.

OLIVEIRA, R.B.S. Analise microbiologica do quefimme graos, suspensao, liofilizado e
adicionado a racao de coelfdissertacdo de mestrado em ciéncia animal) — Unifas —
Alfenas/ MG — 2005.

46



PALLERONI, N. J. Genus Pseudomonadn: BRENNER, D.J.; KRIEG, N.R.; STALEY,
J.T. (Ed),Bergey’s Manual of Systematic BacteriologyPart B: The Proteobacteria.
Springer, New York, pp. 323-379, 2005.

PANKRATOV, Timofei A. ; Brian J. Tindall;LIESACK, lesack; DEDYSH, Svetlana N.:
Mucilaginibacter paludis gen. nov., sp. nov. andcNaginibacter gracilis sp. nov., pectin-,
xylanand laminarin-degrading members of the fanfghingobacteriaceae from acidic
Sphagnum peat bonternational Journal of Systematic and Evolutionaly Microbiology
-2007.

PENTEADO, Silvio Roberto. Adubacéo organica, Prepae composto e Biofertilizantes.
Agrorganica 2°Ed- Fev/2006.

QUEROL, Amparo; BELLOCH, Carmela; FERNANDEZ, Marideresa :Molecular
evolution in yeast of biotechnological interes- 2003.

RODRIGUES, Sueli - Estudo da sintese enzimaticdedérana na presenca de maltose como
aceptor |- Universidade Estadual de Campinas, Badel de Engenharia Quimica: Campinas,
SP:,Tese (doutorado) 2003.

SCHNEEDORF, J.M; ANFITEATRO D.N. Quefir, um probmi produzido por
microrganismos encapsulado e inflamacho Carvalho JCT (Ed.) Fitoterapicos Anti-
inflamatorios. S&o Paulo, Tecmedd, 2004: 443-462.

SIMOVA, E.; BESHKOVA, D.; ANGELOV, A.; HRISTOZOVA,TS.; FRENGOVA, G,
SPASOQV, Z. Lactic acid bacteria and yeasts in kgfitins and kefir made from them.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 28, p. 1-6, 2002.

SINGH, J.S.; PANDEY, V.C.; SINGH, D.P. Efficiermismicroorganisms: A new
dimension for sustainable agriculture and enviromaedevelopmentAgriculture,
Ecosystems and Environmentv.140, p.339-353, 2011.

STAHNKE,L. H.: Aroma Componentes from Dried Sausagermented with Staphylococcus
xylosus -Meat Science- Department of Biotechnology, 1994.

STANIER, R., INGRAHAM, J., WHEELIS, M. Y PAINTER, .PMicrobiologia. Editorial
Reverté. Barcelona511 p- 1996

SUZUKI Y. Effects of effective microorganisms on yield andquality of ginseng
herbs.Symposium of Applied Soil Microbiology.November 22, Okinawa-1985.

TAYLOR, J. P. et al. Comparison of microbial nundband enzymatic activities in surface
soils and subsoil’'s using various techniqSed. Biology and Biochemistry,v. 34, n. 03, p.
387- 401, 2002.

VENTURA, M.. CANCHAVA, C.; TAUCH, A.;CHANDRAG.; FITZGERALD, G.F;
CHATER, K.F.; VAN SINDEREN, D. Genomics of Actinotiaria: Tracing the Evolutionary
History of an Ancient Phylum. Microbiology and Moldar Biology Reviews, v.71, p;495-
548, 2007.

47



VINDEROLA, C.G; DUARTE, J.;THANGAVEL, D., PERDIGONG; FARNWORTH, E.,
MATAR,C. Immunomodulating capacity of kefiy. Dairy Res,, v. 72, 2005.

VITORA, S.S; LAUSADA ;ANSELMO, R.J;, L.I. Effect okefir bactericide on Salmonella
spplnformacion Tecnologicav.12, n.5, p.91-95, 2001.

WANG, Xiaofen,HARUTA, Shin ,WANG, Pu Wang,ISHII, Maharu ; IGARASHI,Yasuo ;
CUI, Zongjun:Diversity of a stable enrichment culturewhich is usful for silageinoculant
and its succession inalfalfa silag&he University of Tokyo, Bunkyo-ku, Tokyo, Japan -
2005.

WESCHENFELDER,S; PEREIRA, G.M; CARVALHO, H.H.C; WH, JM.
Caracterizacao fisico-quimica e sensorial de kKe#fidicional e derivadosArg. Bras. Med
Vet. Zootec,v.63, n.2, p.473-480, 2011.

WITTHUHN, R.C.; SCHOEMAN, T.; CILLIERS, A. et al.mpact of preservation and
different packaging conditions on the microbial eoomity and activity of kefir grainood
Microbiol., v.22, p.337-344, 2004.

WSZOLEK,M. et al. Properties of kefir made in Seotdl and Poland using bovine,caprine
and ovine Milk different starter culturesebensmittel Wissenschaft and Technologiey.
34, n. 4, p.251-261, 2001.

www.ncbi.nih.gog/BLAST/acessado em agosto 2012

www.vegetariano.org acessado em Nov de 2011

WYDER,M.T.; SPLLIRMANN,H; PUHAN,Z. Investigation ofthe yeast flora in dairy
products: a case study of kefifood Technology and Biotechnologyv.35, n.4, p.299-304,
1997.

XAVIER, G.R.; SILVA, F.V.; ZILLI, J.E.; RUMJANEK, NG. Adaptacdo de método para
extracdo de DNA de microrganismos associados a raizde plantas Seropédica: Embrapa
Agrobiologia, 2004. 24p. (Embrapa Agrobiologia. Doentos, 171).

YOKOTA, A., TAKEUCHI, M., and WEISS, N. "Proposaf two new species in the genus
Microbacterium: Microbacterium dextranolyticum syv. and Microbacterium aurum sp.
nov." Int. J. Syst. Bacteriol. (1993) 43:549-554.

48



ANEXOS

Anexo A — Fotos de colbnias cultivadas em meio Dygs
Anexo B — Fotos de colbnias cultivadas em meio MRS
Anexo C — Protocolo e ingredientes utilizados na pducao experimental do bokashi
Anexo D - Método de determinacéo da proteina ( Método de LOWR
Anexo E — Protocolo : meio DYGS
Anexo F — Protocolo: meio MRS
Anexo G — Sites referentes ao kefir
Anexo H - Tabela do sequenciamento de BLAST
Anexo | — Esquema de alteraces no kefir ocorridaso decorrer do tempo
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Microbacterium sp.

Methylobacterium sp.

Anexo A:

Meio DYGS

Acetobacter sp.

Burkholderia sp.
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Microbacterium sp. Stenotrophomonas sp.

Sacharomyces sp.
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Acetobacter sp.

Anexo B:

Meio MRS

Sacharomyep.

Acetobacter.sp
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Anexo C

Ingredientes Controle (s6| Controle kefir de 7 dias kefir de 24 horas
agua sem (usando EM)
acrescentar Semelhante| 10 x o volume 10 % de Semelhante| 10 x o volume 10 % de
microrganismo) ao EM recomendado para graos de ao EM recomendado | graos de
o0 EM kefir para o EM kefir
Farelo de Trigo 6 Kg 6 Kg 6 Kg 6 Kg 6 Kg 6 Kg 6 Kg 6 Kg
Torta de mamong 5 Kg 5 Kg 5Kg 5Kg 5Kg 5Kg 5Kg 5Kg
Aclcar mascavo 25¢ 259 259 259 259 259 259 259
Agua sem cloro 2L 2L 2L 2L 2L 2L 2L 2L
Microrganismos 25mL de Em 25 mL de 250 mL de kefir | 25 mL de 25 mLde | 250 mL de kefir] 25 mL de
ativado* kefir (Agua) (dgua) uma kefir (Agua) (agua) uma
suspensao suspensao
de 10% de de 10% de
graos na graos na
agua do agua do
kefir** kefirr*
EM ativado* - 25 mL de EM comercial + 12,5g de aglcar mascavo + 200 mL (deixar 1 semana em garrafa fechada, retirando
0 gas todos os dias)
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Anexo D:

Método de determinacao da proteina ( Método de LOWR)

Retirar 1 ml do liquido da cultura, centrifugarsdiver (pellet) erd ml de &acido
tricloroacético (5%) no vortex e deixe pernoitar ou mais.

Determinacéo:

Centrifugue por 10 minutos, logo ap6s remova oetdrante e seque qualquer sobra do
material com a ponta de um lenco de papel, em daguiicione 0,1 ml de NaOH (0,4 M),
vortex, deixando pernoitar em temperatura ambiente.

Pegar qualquer 80ul do liquido da cultura com O.@X50 ou 40 ul do liquido da cultura
com O.D.> 0.150 ; adicionar agua destilada pargpbetiar 200 ul el ml de solucédo ABC,
Vortex e deixar em temperatura ambiente por 10 tosyassado o tempo estabelecido,
adicionar 100ul do Reagente Folin (Folin:,dH 1:2) e deixar no escuro em temperatura
ambiente. A leitura deve ser feita em 625nm.

Solucdes:
A—-NaOHO.1IN ------mmmmmme- 29
NaCOs. H20 2% -------- 0.4qg
Total do volume: ------------ 100 ml dB
B — Tartarato de sddio e potassio KNEe. 4H,O -------------- 29
Total volume: e 100 ml dO
C — CUSQ 1% ---nnmmmmmmev 1g
Total volume:  --------- 100 ml di@

Solucéo A, B e Cdeve ser mantido a 4°C

Solucdo ABC:98%A + 1% B + 1%C

Solucéo padrao de albumina: 40 mg/100ml

A solucéo de albumina padréo deve ser mantido &mah de 1 ml a -20°C

Prepare uma curva de calibracdo para cada anadis&0, 100 e 200 ul de solucdo padrédo de
albumina.
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Anexo E:

MEIO DYGS
GliCoSe....cviiii 20g
Acido MAlICO ......coeveeeircrieee Qg
Peptona bacterioldgica ................ 1509
Extrato de levedura...................... 20g

KoHPO, i, 0,59
MgSOs 7THO....cociiiiiennn. .0,59
Acido GIutamico .................. 1,59
Agua destilada ....................... 1000m

Agar.....ccooiiiiii 15g/litro

Anexo F:
MEIO MRS

MOSO, ceeviiiiiiiiiie 0,19
MNSO4...iiiiiiiiiiiiiiiice, 0,05g
Extrato de Carne ..........cccccuu.e. 10g
Extrato de levedura .................... .50
DeXIrosSe .....cooeevvvveveviiieiiineeeninnn, 209
Peptona ... 10g
Tween 80.....coooeviviviiiiieiieeeei, 19
Uréia ......ooooeeeiiiiiiiiiieeeveeeee .0,5
Acetato de SOdIO ........cceeeeeeeenenenn. 5¢

pH: 6,5 +/-0,2 a25°C

Anexo G:
SITES REFERENTES AO KEFIR

http://amigosdokefir.blogspot.com.br/

http://www.kefir.xpg.com.br/index.htm

http://www.kefir.com.br/
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Anexo H:

BLAST
meio | Isolado sequenciamento % Identificacdo
dygs 12 Acetobacter nitrogenifigens 100
dygs 19 Burkholderia anthina/ cenocepacia 100
dygs | 19,1 Burkholderia cenocepacia 100
dygs 26 Burkholderia cenocepacia 100
dygs 21 Methylobacterium radiotolerans 100
dygs 27 Microbacterium dextranolyticum 100
dygs 6 Microbacterium dextranolyticum 100
dygs 23 Microbacterium dextranolyticum 100
dygs 24 Mucilaginibacter rigui 100
dygs 52 Pseudomonas oryzihabitans 100
dygs 28 Sacharomyces cerevisae 100
dygs 29 Sacharomyces cerevisae 100
dygs 30 Staphylococcus pasteuri 100
dygs 32 Stenotrophomonas maltophilia 100
mrs 13 Acetobacter orientalis 100
mrs | 13,1 Staphylococcus pasteuri 100
mrs 34 Staphylococcus pasteuri 100
mrs 36 Acetobacter papayae/ pasteurianus 100
41
mrs Acetobacter okinawensis/ pasteurianus 99
mrs 42 Sacharomyces cerevisae 100
mrs | 42,1 Sacharomyces cerevisae 100
a4 Staphylococcus warneri/ Staphylococcus
mrs pasteuri 100
mrs 45 Acetobacter orientalis 100
mrs 46 Acetobacter orientalis 100
mrs 48 Sacharomyces cerevisae 99

Anexo |

3°dia

Queda do pH Estabilizacdo da Proteina Aumento da nsga de
graos
Aumento do teor de Producao de Dextranas Acéao proteolitica pelas
proteina pelas bactérias leveduras

Producao de etanol pelas
leveduras

Precipitacdo da Dextrana
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