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RESUMO

O kefir de agua é uma bebida efervescente e refrescante, resultante do processo de
fermentacao de graos de kefir e xarope de sacarose. Os gréos abrigam uma cultura
simbiotica rica em bactérias lacticas, bactérias aceéticas e leveduras. Devido a essa
variedade microbiana, o kefir € amplamente reconhecido por suas propriedades
nutricionais, funcionais e probidticas. O objetivo deste trabalho foi investigar a
capacidade dos microrganismos isolados do kefir de agua em inibir o crescimento das
bactérias patogénicas Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027. Para a produgao da bebida, graos de kefir foram adicionados
em solugdo de agua acrescida de xarope de agucar mascavo a 5°Brix e a fermentacéo
ocorreu por 24 h. Apés o processo de fermentagéo, os microrganismos foram isolados
do kefir de agua em meios de cultivo especificos. Do total de 86 microrganismos
isolados do kefir de agua, 44 isolados (51,2%) apresentaram halos de inibigdo contra
L. monocytogenes e 48 isolados (55,8%) contra P. aeruginosa. Dos 24
microrganismos isolados do meio de cultivo agar Hestrin-Schamm, 17 isolados (17/24,
70,83%) apresentaram halos de inibicdo contra P. aeruginosa (16,59 a 24,89 mm) e
contra L. monocytogenes (7,47 a 21,46 mm). Dos 25 microrganismos isolados do agar
Yeast Malt, 17 isolados (17/25, 68,00%) apresentaram halos de inibigdo contra P.
aeruginosa (12,9 a 26,4 mm) e contra L. monocytogenes (11,5 a 22,7 mm). Assim, no
presente estudo, um numero significativo de isolados do kefir de agua apresentou
atividade antimicrobiana sobre as bactérias patogénicas testadas, revelando um
potencial efeito antimicrobiano dos microrganismos presentes no kefir de agua. Em
estudos futuros sera testado a resisténcia dos microrganismos isolados do kefir de
agua contra acidos, enzimas e bile, a fim de confirmar as suas propriedades
probidticas. Esses dados podem enriquecer pesquisas futuras e fornecer evidéncias
cientificas acerca das propriedades probioticas do kefir de agua.

Palavras-chave: kefir, antagonismo microbiano, antibiose, interferéncia bacteriana,

bebida fermentada, probidticos.



ABSTRACT

Water kefir is an effervescent and refreshing drink, resulting from the fermentation
process of kefir grains and sucrose syrup. The grains harbor a symbiotic culture rich
in lactic acid bacteria, acetic bacteria, and yeast. Due to this microbial variety, kefir is
widely recognized for its nutritional, functional and probiotic properties. The objective
of this work was to investigate the ability of microorganisms isolated from water kefir
to inhibit the growth of the pathogenic bacteria Listeria monocytogenes ATCC 7644
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. To produce the drink, kefir grains were
added to a water solution plus brown sugar syrup at 5°Brix and fermentation took place
for 24 h. After the fermentation process, microorganisms were isolated from water kefir
in specific culture media. Of the 24 microorganisms isolated from the Hestrin-Schamm
agar culture medium, 17 isolates (17/24, 70.83%) showed inhibition halos against P.
aeruginosa (16.59 to 24.89 mm) and against L. monocytogenes (7 .47 to 21.46 mm).
Of the 25 microorganisms isolated from Yeast Malt agar, 17 isolates (17/25, 68.00%)
showed inhibition halos against P. aeruginosa (12.9 to 26.4 mm) and against L.
monocytogenes (11.5 to 22 .7mm). Thus, in the present study, a significant number of
water kefir isolates showed antimicrobial activity against the pathogenic bacteria
tested, revealing a potential antimicrobial effect of the microorganisms present in water
kefir. In future studies, the resistance of microorganisms isolated from water kefir
against acids, enzymes and bile will be tested to confirm their probiotic properties. This
data can enrich future research and provide scientific evidence about the probiotic
properties of water kefir.

Keywords: kefir, microbial antagonism, antibiosis, bacterial interference fermented
drink, probiotics.
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1 INTRODUGAO

O interesse de individuos por habitos que visam promover o cuidado com
a saude e a qualidade de vida tem crescido ao longo dos anos. Um desses habitos
saudaveis € o consumo de bebidas fermentadas com propriedades probidticas.
Os probidticos s&o microrganismos vivos capazes de equilibrar a saude da
microbiota e promover beneficios a saude dos usuarios (Anvisa, 2018). Além
disso, os probioticos reduzem a colonizagdo de bactérias patogénicas na
microbiota através da competigao e ativam o sistema imunolégico e fortalecem as
defesas do organismo (Ansari et al., 2021).

O kefir de leite € uma bebida lactea fermentada que contém acido lactico e
lactobacilos vivos. Atualmente o kefir de leite tem sido amplamente estudado para
obter evidéncias cientificas que possam respaldar seu uso na industria alimenticia
como alimento probidtico (Lourengo, 2021). Como outra alternativa sem o uso do
leite, temos o kefir de agua que também apresenta atividade probidtica, e um
sabor ligeiramente acido e efervescente. Geralmente, essa bebida & produzida
pela fermentacdo de uma solugdo de sacarose (podendo-se adicionar frutos
secos ou frescos) pelos microrganismos contidos nos gréos de kefir (Penddn et
al., 2021).

Marques et al. (2020) investigaram a atividade antimicrobiana do kefir,
demonstrando sua ag&o sobre a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Esses efeitos antimicrobianos foram
especialmente atribuidos aos compostos presentes no kefir como acidos
organicos e acetaldeido. Segundo Al-Mohammadi et al. (2021) os metabdlitos
como bacteriocinas, acidos orgéanicos e diacetil sdo responsaveis pelos efeitos
antimicrobianos do kefir, exercendo uma ampla a¢ao contra diversas espécies de
bactérias patogénicas.

De acordo com Lynch et al. (2021), a producao do kefir de agua tem sido
predominantemente realizada de forma caseira, e até o momento do estudo nao
havia sido estabelecido um processo em nivel industrial e nem o desenvolvimento
de culturas iniciadoras. O consumo de kefir de agua € mais habitual na América
do Sul, Europa Oriental e Russia. Com a crescente demanda dos consumidores
por diversidade em produtos probidticos, o kefir de agua em relagao ao kefir de

leite, tem potencial de expandir seu uso para um publico mais amplo, incluindo os
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veganos. Diante disso, o kefir de agua € uma excelente opgdo de bebida
probidtica sem ingredientes de origem animal (Acik et al., 2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROBIOTICOS

Os alimentos, além de serem essenciais a nutricdo humana, muitas vezes
contém nutrientes que potencializam a saude e o bem-estar humano (Banwo et al.,
2021). Dentre esses alimentos benéficos a saude, destacam-se os alimentos
enriquecidos com probidticos, capazes de melhorar a resposta imune através da
elevagdo dos niveis de anticorpos e competir com bactérias patogénicas pela
colonizagao do Trato Gastrointestinal (TGl). Isso promove a proliferagdo de bactérias
benéficas no TGI que auxiliam na digestdo e na funcionalidade intestinal (Reque;
Brandelli, 2021).

O termo "probidtico" foi descrito pela primeira vez pelo russo Eli Metchnikoff,
ganhador do Prémio Nobel, que trabalhou no Instituto Pasteur no inicio do século
passado. Ele relatou a interdependéncia entre a dieta e a microbiota intestinal e como
os alimentos modificam a composi¢cao da microbiota em nossos corpos, substituindo
microrganismos prejudiciais por aqueles que trazem beneficios (Metchnikoff, 1907).

O conceito de probioticos tem sido progressivamente aprimorado ao longo do
tempo. De acordo com Fuller (1992), “probidticos sdo suplementos alimentares
microbianos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o
equilibrio microbiano”. Segundo a Organizacdo das Nacgbdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO, sigla do inglés Food and Agriculture Organization)
os probidticos ao serem administrados trazem beneficios a saude, impactando
diretamente no equilibrio microbiota intestinal (comunidade de microrganismos
presente no TGl), além disso, a administragdo dos probiodticos precisa ser em
quantidade correta, para assegurar a eficacia e seguranga do individuo (FAO/WHO,
2006).

Os principais microrganismos considerados probidticos s&do do género
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococus, Streptococcus, Enterococcus e algumas
especies do género Bacillus, além das leveduras do género Saccharomyces (Satokari,
2019). Esses microrganismos, ao serem ingeridos, estabelecem uma interacéo
positiva com a microbiota intestinal. E importante destacar que os microrganismos

intestinais desempenham um papel extremamente importante na saude do individuo
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e qualquer desequilibrio na propor¢ao de bactérias e leveduras, pode resultar em
disturbios funcionais, conhecido como disbiose (Koh et al., 2019).

Os probidticos tém demonstrado eficacia no tratamento de doencgas
gastrointestinais, especialmente nas diarreias. Além disso, ha evidéncias de
estimulagdo do sistema imunolégico, redugao nos niveis de colesterol e um potencial
efeito anticancerigeno. Portanto, os probidticos apresentam um grande potencial
como alternativas terapéuticas para promover a saude intestinal e melhorar o bem-
estar geral do individuo (Kechagia et al., 2013).

Os alimentos probiéticos sdo conhecidos como alimentos fermentados, uma
vez que, os carboidratos presentes sao fermentados pelos microrganismos presentes.
Dentre os alimentos fermentados, existem uma variedade de alimentos considerados
probioticos ou enriquecidos com probidticos como: iogurte, queijo, kombucha, kefir de
leite e kefir de agua (Cufaoglu; Erdinc, 2023).

2.2 KEFIR DE AGUA

O kefir de agua € uma bebida refrescante e carbonada, produzida pelo
processo de fermentagao por bactérias e leveduras presentes nos graos de kefir que
séo adicionados em uma solugéo adocicada. Geralmente, utiliza-se agua com agucar
mascavo, preferencialmente orgénico, mas pode ser utilizado outros tipos de agucares
(cristal, demerara, coco). Por ser uma bebida muito versatil, os graos de kefir
fermentam diferentes substratos, e além da sacarose pode ser adicionado mel,
melado, sucos, frutas secas ou frescas. Dessa forma, a adicdo de diferentes
substratos, além de diversificar os sabores e aromas do kefir, pode aumentar a oferta
de nutrientes e agradar os consumidores mais exigentes (Fiorda et al., 2017; Lynch et
al., 2021; Péndon et al., 2021).

A cultura inicial do kefir € conhecida como graos de kefir, que sdo pequenas
estruturas gelatinosas e translucidas, que apresentam variagdes de cor (do amarelo-
claro ao marrom), relacionadas ao substrato utilizado. A origem do kefir de agua n&o
é totalmente esclarecida, porém Ward (1892) associou os graos de kefir de agua com
plantas de gengibre, que foram trazidas para a Europa Central apés o fim da Guerra
da Crimeia (1885). Posteriormente, eles foram definidos como "grdos de kefir
acucarados" e “Tibi”, para distingui-los dos graos de kefir de leite (Moretti et al., 2022).
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O kefir de agua apresenta variagées no seu modo de preparo, o que concede
caracteristicas unicas a bebida. As propor¢des de graos utilizados para a fermentagéo
variam de 5 a 10% (p/v). Essa mudanca influencia tanto as caracteristicas
organoléticas, quanto os compostos organicos produzidos pelos microrganismos
durante a fermentagdo. O processo fermentacdo do kefir de agua ocorre em
temperaturas entre 20 e 37°C e o tempo pode variar de 24 a 96 horas (Calatayud et
al., 2021; Koh et al., 2019; Maldonado et al., 2020).

Os graos de kefir de agua desempenham uma importante fungao "inoculante"
no processo de fermentagcdo da bebida probidtica. A microbiota presente nos graos
de kefir possui uma atividade metabdlica intensa, de tal forma que, quanto maior a
quantidade de graos, mais acelerado sera o processo de fermentagéo do kefir de agua
(Laureys et al. 2021). O processo de fermentacdo do kefir de agua é iniciado com
hidrolise da sacarose, liberando glicose e frutose, sendo a glicose o substrato
fundamental para a sintese dos metabdlitos que conferem as caracteristicas
intrinsecas da bebida fermentada (Cufaoglu; Erdinc, 2023).

Os gréaos do kefir de agua sao formados por uma matriz de exopolissacarideos
(EPS) de dextrano e levana, que sédo polimeros de carboidratos de alto peso
molecular, insoluveis e conferem aos graos uma forma irregular e variagbes
estruturais. Esses polimeros de carboidratos sdo sintetizados pelos microrganismos
presentes nos graos durante a fermentagédo (Verce; Vuyst; Weckx, 2019). Dessa
forma, a sintese de novos graos atribui ao kefir de agua uma caracteristica peculiar,
uma vez que esse processo permite o armazenamento dos grdos para sucessivas
fermentacdes e a possibilidade de doac&o para consumidores que desejam cultiva-

los em casa (Fiorda et al. 2017; Verce; Vuyst; Weckx).

2.3 COMPOSTOS ORGANICOS PRESENTES NO KEFIR DE AGUA

Os microrganismos presentes nos gréos de kefir além de serem responsaveis
pela sintese dos graos, produzem diversos metabdlitos durante a fermentagdo. Os
graos do kefir de agua sdo compostos por uma comunidade complexa simbidtica,
formada por Bactérias do Acido Lactico (BAL), Bactérias do Acido Acético (BAA) e
leveduras. A microbiota do kefir utiliza os substratos disponiveis e sintetiza metabdlitos
como: acidos organicos, acido acético, acido lactico, etanol e dioxido de carbono, que
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representam os principais compostos identificados no kefir de agua. Outros
compostos como frutose, glicerol, manitol e compostos de aroma volatil também
podem ser encontrados na bebida (Laureys; De Vuyst, 2014; Laureys; De Vuyst, 2016;
Laureys et al., 2018).

Segundo Prado et al. (2015), a origem do kefir determina a composi¢cao
microbiana, assim como o substrato utilizado no processo de fermentagdo e os
meétodos de manutengao da cultura. Por exemplo, o kefir tibetano, usado na China, &
composto por Lactobacillus, Lactococcus e leveduras, incluindo bactérias do acido
acético, dependendo da regido da China. A diversidade microbiana esta relacionada
as caracteristicas fisico-quimicas e atividades biolégicas de cada tipo de kefir de agua.

O acido lactico, gerado pelas BAL, presente na microbiota do kefir de agua,
exerce varias fungdes, incluindo contribuigdo com o aroma, a hidrdlise de proteinas, a
producdo de EPS e a inibigdo de bactérias patogénicas, conforme relatado por Wang
et al. (2021). O manitol, um subproduto do metabolismo da frutose por bactérias
lacticas, apresenta propriedades antioxidantes e um paladar ligeiramente adocicado
(Laureys; De Vuyst, 2014; Laureys; De Vuyst, 2016; Laureys et al., 2018).

O kefiran € um heteropolissacarideo formado por glicose e galactose, produzido
pela BAL Lactobacillus kefiranofaciens, que além de conferir viscosidade, proporciona
elasticidade aos graos de kefir de agua. A producado e atividade dos EPS gerados
variam de acordo com as condi¢cdes e o processo de fermentacdo, tornando-os uteis
para a industria alimenticia como espessantes, estabilizantes, emulsificantes,
substitutos de gordura e agentes gelificantes (Prado et al., 2015). Além disso, as BAL,
que incluem géneros como Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc, possuem a
capacidade de sintetizar bacteriocinas, o que confere ao kefir de agua uma atividade
antimicrobiana eficaz (Wang et al., 2021).

As leveduras sdo fungos unicelulares, e o principal género é a Saccharomyces,
que exibem notavel resiliéncia diante de condi¢bes adversas, como baixo pH e a
presenca de sais biliares. A extensa variedade de aplicagdes desses microrganismos
decorre, principalmente, da sua capacidade fermentativa e do seu potencial probidtico.
No kefir, a espécie Saccharomyces cerevisiae, encontra-se em maior abundancia nos
graos e desempenha um papel essencial no processo fermentativo (Lima et al., 2017;
Zymanczyk-Duda et al., 2017).
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As leveduras sao capazes de sintetizar compostos que atuam como
precursores dos aromas e sabores durante a fermentacdo. Adicionalmente, esses
microrganismos metabolizam carboidratos, especialmente a glicose, que é convertida
em alcool através do processo de fermentacéo alcodlica. Esse processo culmina na
liberacdo de dioxido de carbono, conferindo a bebida uma agradavel efervescéncia
(Albergaria; Arneborg, 2016; Menezes et al., 2020)

As bactérias acéticas presentes no kefir de agua, sdo predominantemente dos
géneros Acetobacter spp. e Gluconobacter spp., e atribuem ao kefir de agua um teor
aceético e caracteristicas sensoriais peculiares. Estes microrganismos utilizam o alcool
produzido pelas leveduras, convertendo-o em acido acético. Embora este composto
confira um aroma n&o agradavel ao paladar, € importante notar, que o acido acético
possui forte atividade inibitéria contra bactérias patogénicas (Egea et al., 2020;
Gomes; Duarte; Schwan, 2018; Moretti et al., 2022).

E notavel que o kefir de 4gua se destaca como uma abundante fonte de
probioticos que podem desempenhar um papel chave na regulagdo da saude
intestinal. A presenca de microrganismos vivos nessa bebida pode proporcionar uma
variedade de beneficios a saude, entre eles, as acdes anti-inflamatdrias, protetoras
gastricas, anti-hiperglicémicas e anti-hiperlipidémicas.Tais beneficios s&o
provenientes, ndo somente da composi¢cao microbiana inerente do kefir, mas também
das substéncias bioativas presentes na bebida, como o kefiran (Calatayud et al., 2021;
Egea et al., 2020). Adicionalmente, as leveduras que compdem o kefir de agua
exercem um papel relevante na prevengao de desordens intestinais, reforcando ainda

mais seu potencial benéfico a saude (Cai et al., 2020).

2.4 MICRORGANISMOS DO KEFIR DE AGUA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O kefir de agua € uma o6tima opcédo probidtica devido a sua microbiota
diversificada, composta por BAL, BAA e leveduras (Quadro 1). As bactérias
predominantes do acido lactico sdo Lactobacillus spp., as bactérias predominantes do
acido aceético sao Acetobacter e Oenococcus, enquanto as principais leveduras sao
Saccharomyces e Dekkera. O sequenciamento metagendmico "Shotgun" tem sido

amplamente utilizado para investigar a composi¢cdo microbiana do kefir de agua (Cai;
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Zhang; Chen et al., 2020; Laureys; De Vuyst, 2014; Laureys; De Vuyst, 2016; Lauryes
et al., 2018; Verce; Vuyst; Weckx, 2019).

Quadro 1 — Microrganismos do kefir de agua

BAL BAA Leveduras

Lactobacillus casei Acetobacter fabarum Candida boidinii
Lactobacillus harbinensis Acetobacter indonesiensis Candida smithsonii
Lactobacillus hilgardii Lactobacillus ~ Acetobacter lovaniensis Dekkera anémala

hordeie Acetobacter okinawensis Dekkera bruxellensis
Lactobacillus mali Acetobacter orientalis Pichia membranifaciens
Lactobacillus nagelii Acetobacter tropicalis Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus paracasei Gluconobacter cerinus Wickerhamomyces
Lactococcus garvieae Gluconobacter hansenii anomalus

Lactobacillus satsumensis Gluconobacter exseass Zygotorulaspora florentina
Lactobacillus zeae Lactobacillus

Zeae

Bifidobacterium aquikefiri

Bifidobacterium crudilactis

Bifidobacterium pyschroaerophilum

Candidatus Oenococcus aquikefiri

Oenococcus kitaharae

Oenococcus oeni

Fontes: (Kmar et al., 2021; Laureys; De Vuyst, 2016; Laureys et al., 2018; Laureys et al., 2021 Tan et
al., 2022; Verce; De Vuyst; Weckx, 2019; Verce; De Vuyst; Weckx, 2020; Zanirati et al., 2015).

Entre os metabdlitos produzidos durante o processo de fermentagéo pelo kefir,
os acidos organicos se destacam por sua capacidade de inibir o crescimento de uma
ampla gama de microrganismos, incluindo bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, leveduras e fungos. Esses acidos causam danos diretos a membrana celular
desses microrganismos (Gonzalez-Orozco et al., 2023; Serventi et al., 2020).

Um dos efeitos marcantes dos acidos organicos é a reducdo do pH da bebida,
que se torna um fator limitante para o crescimento de cepas patogénicas. Além dos
acidos organicos, outros compostos gerados durante a fermentagao do kefir, como o
peréxido de hidrogénio e as bacteriocinas, também contribuem para suas
propriedades antimicrobianas. O peroxido de hidrogénio, por exemplo, possui
propriedades bactericidas, enquanto o diacetil exibe agdo eficaz contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Ibrahim; Sugimoto; Sakamoto et al., 2021).

As bacteriocinas sao peptideos sintetizados e secretados pelas BAL durante a
fermentacao. Esses peptideos apresentam atividade antimicrobiana, pois conseguem
inibir o crescimento de bactérias patogénicas. Dessa forma & possivel regular a
populagcdo de bactérias no meio, evitando que algumas bactérias com potencial
patogénico crie uma superpopulac¢do. A capacidade das bacteriocinas de controlar os
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biofilmes produzidos por bactérias patogénicas € um fator promissor da atividade
antibacteriana do kefir de agua (Darbandi et al., 2022; Kranjec et al., 2020; Mgomi et
al., 2023; Thi et al., 2020).

As BAL, particularmente os Lactococcus presentes no kefir, produzem
bacteriocinas, como a lactococina. Essas bacteriocinas sdo conhecidas por inibir a
sintese de peptideoglicanos, componentes essenciais da parede celular bacteriana.
Outra bacteriocina notavel produzida € a nisina, que atua formando poros na
membrana plasmatica das bactérias (Ghapanvari et al., 2022; Ibrahim et al., 2021,
Petrova et al., 2021).

Por meio dos mecanismos de agdo dessas moléculas, o kefir de agua
demonstra efeitos inibitérios no crescimento de patégenos que afetam a mucosa
intestinal, como Salmonella typhimurium, E. coli e Staphylococcus aureus, bem como
fungos, incluindo Aspergillus flavus e Rhizopus spp. A bebida também se mostrou
eficaz contra outros microrganismos, como Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Candida albicans e Shigella sonnei (Kim et al., 2016; Pendon et al.,
2021).

Atualmente, estdo em andamento estudos sobre a producdo industrial de
bacteriocinas. O objetivo € reduzir os conservantes sintéticos por conservantes
naturais, uma alternativa considerada mais segura tanto para os seres humanos
quanto para o meio ambiente (Bdssolo et al., 2022; Gonzalez-Orozco et al., 2023).

E fundamental destacar que a diversidade microbiolégica do kefir de agua
contribui de maneira significativa para a capacidade do produto fermentado de
proporcionar beneficios a saude. Assim, a introdugcédo do kefir de agua na industria
alimenticia surge como uma alternativa potencial na redugdo de conservantes
artificiais (Egea et al., 2021; Ibrahim et al., 2021). Apesar disso, ainda s&o necessarios
estudos in vitro e in vivo para confirmar os beneficios proporcionados por esta bebida.
Além disso, € importante aprimorar o processo de fabricagdo do kefir de agua e
aumentar o controle de qualidade do produto fermentado (Cufaoglu; Erdinc 2023;
Moretti et al., 2022).
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2.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E A BUSCA POR ALTERNATIVAS

A resisténcia antimicrobiana (RAM), de acordo com a Organizagao Mundial da
Saude (OMS), refere-se a incapacidade de os antibidticos tratarem efetivamente
infe¢cdes causadas por microrganismos que anteriormente eram suscetiveis, devido a
mudangas naturais que os tornaram resistentes ao tratamento (WHO, 2019). O uso
excessivo de antibibticos € o principal fator que contribui para a disseminagao da RAM,
pois amplifica os processos naturais de resisténcia, seja através da ativagao de genes
ou mutagdes no DNA durante a replicagéo, ou por transferéncia de DNA (Ben et al.,
2018; Mancuso et al., 2021).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa e
causadora de infecgBes gastrointestinais. E responsavel pela listeriose infecciosa com
altas taxas de mortalidade. Os principais meios de transmissao sao o leite e seus
derivados. E um patégeno de carater oportunista e as populacdes mais suscetiveis as
infeccbes s&o os individuos imunocomprometidos, idosos, recém-nascidos e
mulheres gravidas, frequentemente, pode causar meningite. Dentre os principais
fatores de viruléncia estdo a capacidade de sintetizar biofilmes, a mobilidade
intracelular via polimerizacao de actina e a capacidade de replicacdo em temperaturas
de geladeira (Quereda et al., 2021; Rogalla et al., 2023).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa e um dos agentes
causadores de infec¢gdes nosocomiais. Em ambientes hospitalares, apresenta alta
mortalidade em pacientes imunocomprometidos, como pacientes com cancer, pos-
operatorio, queimaduras graves, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose
cistica (FC) ou infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Sendo um
patogeno oportunista flexivel, possui fatores de viruléncia e determinantes da
resisténcia aos antibidticos presentes em seus genes, com destaque para a
capacidade de formar biofilme, o que mostra a sua adaptagao a diversas condi¢coes
externas e potencializa a sua resisténcia aos antibioticos (Chegini et al., 2020; Pang
et al.,, 2019; Thi et al., 2020; Wilson, Pandey, 2023).

Os probioticos tém ganhado popularidade nos ultimos anos devido as suas
atividades antagonistas e a sintese de moléculas antimicrobianas, como acidos
organicos, bacteriocinas e aminas (Gamba et al., 2019; Helmy et al., 2023; Marques
et al., 2020; Prado et al., 2015). Al-Mohammadi et al. (2021) observaram que cepas
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extraidas do kefir de agua inibiram o crescimento de Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, bem como algumas cepas
fungicas, como Aspergillus flavus e Aspergillus niger. Assim, o uso do kefir de agua
como agente antimicrobiano natural € uma alternativa interessante e viavel para
abordar a questao da RAM.

Portanto, € crucial explorar e desenvolver alternativas aos antibidticos, o kefir
de agua pode ser utilizado como um alimento paliativo. No entanto, os desafios
envolvem fatores como obter um espectro de acio especifico, evitar efeitos adversos
significativos, determinar o método de desenvolvimento com base em eficacia, relacéo
custo-efetividade, seguranga para a saude humana e flexibilidade de tratamento
(Lojewska; Sakowicz, 2021).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade dos microrganismos
isolados do kefir de agua em inibir o crescimento das bactérias patogénicas Listeria
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar os microrganismos presentes na bebida e nos graos do kefir de agua;
e Avaliar o efeito inibitorio dos microrganismos purificados a partir do kefir frente

as bactérias Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa.
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4 JUSTIFICATIVA

Atualmente ha uma crescente preocupacdo com a resisténcia bacteriana e
fungica aos medicamentos convencionais utilizados no combate das infecgbes. A
busca por novos tratamentos tem se tornado um problema complexo e com
implicagdes significativas na saude publica. Nesse contexto, explorar a capacidade
inibitéria dos microrganismos do kefir de agua frente a bactérias como Listeria
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa € especialmente relevante diante do
desafio global representado pela resisténcia aos antimicrobianos.

Identificar os isolados que apresentam atividade antagonista pode contribuir
com pesquisas futuras, além de fornecer evidéncias cientificas sobre as propriedades
probidticas do kefir. Além de, permitir que novos compostos antimicrobianos ou novas
estratégias terapéuticas sejam desenvolvidas contra microrganismos patogénicos
resistentes. Essa abordagem tem o potencial de contribuir significativamente com o
desenvolvimento de novas opgdes de tratamento mais sustentaveis e promissoras no

combate as infecgdes.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 OBTENGCAO DOS GRAOS DE KEFIR E DA BEBIDA FERMENTADA

Os gréos de kefir foram doados por pessoas que mantém culturas artesanais
em casa. Para a producgao do kefir de agua, os graos na proporgéo de 10% (p/v) foram
inoculados em agua potavel acrescida de agucar mascavo até a leitura de 5°Brix, e a
fermentacdo ocorreu por 24 h, em temperatura ambiente (Figura 1). Apos a
fermentacdo, a bebida e os graos foram analisados quanto a composigao

microbioldgica.

Figura 1 - Kefir de agua.

Fonte: elaboragao propria (2023).

5.2 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES NO KEFIR DE AGUA

Foram utilizados meios de cultura especificos para o isolamento dos
microrganismos presentes no kefir de agua. Para bactérias lacticas foram utilizados o
meio agar All Purpose Tween (APT), agar Man, Rogosa and Sharpe (MRS) e agar
M17. Quanto ao isolamento de bactérias acéticas o meio utilizado foi o agar Hestrin-
Schamm (HS) e para as leveduras o meio foi o agar Yeast Malt (YM).

O isolamento dos microrganismos foi obtido através de diluices seriadas (10
1,102,103, 104, 10-°). Para a diluigdo de 10", 10 g de gr&os de kefir foram transferidos

para um recipiente estéril, adicionando a bebida fermentada até alcangar 25 mL. A
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amostra foi entdo diluida em 225 mL de agua destilada com peptona a 0,1% (p/v)
estéril, e partindo dessa primeira diluicdo obteve-se as demais diluicbes seriadas.
Aliquotas de 100 pL das diluicdes foram pipetadas em placas de Petri contendo os
meios de cultivo (APT, MRS, M17, HS e YM), e com o auxilio de algas de Drigalski
estéreis, as aliquotas foram espalhadas sobre a superficie do agar. As placas foram
incubadas em condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose em estufa a 32°C por 24 a 48
horas (APT, MRS e M17) e por 72 horas (HS e YM).

Apos incubacgéo, o isolamento dos microrganismos foi realizado com o auxilio
do estereoscépio Leica modelo M-125C, que facilita a observacéo das estruturas das
colénias e permite distinguir diferengcas morfoldgicas. Apds a purificagdo, os
microrganismos foram novamente semeados, em tubo inclinados previamente
preparados contendo os mesmos meios de cultura de origem. Os microrganismos

isolados foram utilizados para os testes de antagonismo.

5.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS MICRORGANISMOS
ISOLADOS DAS AMOSTRAS DE KEFIR (TESTE DE ANTAGONISMO IN
VITRO)

5.3.1. PREPARAGCAO DAS BACTERIAS PATOGENICAS

Foram utilizadas as cepas de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 semeadas em agar Mueller-Hinton. Os
in6culos foram preparados por meio de suspensao direta do crescimento microbiano
em caldo Luria Bertani com turvagao equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland
(1,0x108 UFC/mL).

5.3.2. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A semeadura das bactérias patogénicas foi realizada no meio agar YM,
utilizando um swab estéril. Em seguida, discos de agar de 5 mm contendo as bactérias
isoladas do kefir de agua foram colocadas sobre as placas de agar YM previamente
semeadas com L. monocytogenes ou P. aeruginosa. Apos 24 horas de incubagéo a
37°C, os halos de inibigdo do crescimento de L. monocytogenes e P. aeruginosa foram
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registrados. Os ensaios foram executados em ftriplicata e os resultados expressos

como média em milimetros de didmetro (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Atividade antagonista do isolado Y66 sobre a Listeria monocytogenes.

Fonte: elaboragé' propria (2023).

Figura 3 — Atividade antagonista do isolado Y66 sobre a Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: elaboraéo prpria (2023).
5.4. ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos

através dos valores da média e desvio padrao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. AVALIACAO DO ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES NO
KEFIR DE AGUA

Foram isolados 86 microrganismos do kefir de agua (Grafico 1). O meio agar
YM apresentou 25 isolados (29,06%), seguido pelo agar HS com 24 isolados (26,96%)
e pelo agar MRS com 22 isolados (24,72%).

Grafico 1 - Apresentagao dos microrganismos isolados do kefir de agua em diferentes
meios de cultura.

Isolados do kefir de agua
(n=86)

Agar APT
11

Agar
MRS
22

Agar M17
4

Fonte: elaborag&o propria. Ag,ar All Purpose Tween (APT). MRS, Agar Man, Rogoso and Sharpe. HS,
Agar Hestrin-Schamma. YM, Agar Yeast Malt.

A variedade dos meios de cultura utilizados permitiu que o isolamento do kefir
de agua resultasse em uma diversidade de microrganismos, tais como BAL, BAA e
leveduras. Os meios APT e MRS, geralmente, séo utilizados para o isolamento de
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BAL. Porém, os meios de cultivos utilizados ndo sao totalmente seletivos para
microrganismos  especificos, possibilitando o crescimento de diversos
microrganismos, como as leveduras, BAL, BAA e até mesmo bactérias patogénicas.

No estudo de Verce et al. (2019), o sequenciamento metagendmico do kefir de
agua revelou que os principais géneros de BAL presentes foram Lactobacillus,
Oenococcus e Bifidobacterium e os principais géneros de leveduras foram
Saccharomyces e Dekkera.

Serventi et al (2020) afirmaram que as BAL foram os principais isolados do kefir
agua e pertenciam principalmente ao género Lactobacillus spp. Os lactobacilos podem
ser usados como probidticos, pois tém a habilidade de modular o sistema imune e
inibir o crescimento de agentes patogénicos. De acordo com Wang et al. (2021), as
BAL possuem a capacidade de sintetizar bacteriocinas, o que garante ao kefir de agua
uma atividade antimicrobiana benéfica.

As leveduras, comumente, sdo isoladas através do agar YM e s&o
microrganismos fundamentais para o processo fermentativo, conferindo a
efervescéncia caracteristica do kefir de agua (Lima et al., 2017; Zymanczyk-Duda et
al.,, 2017). Laureys et al. (2021), através da microscopia eletronica de varredura
observaram que os graos de kefir de agua sao cobertos por leveduras e BAL, e foram
encontrados muitos consorcios mistos entre BAL e leveduras, e, identificaram em
abundancia as seguintes espécies de leveduras: Saccharomyces cerevisiae e
Dekkera bruxellensis.

Para o isolamento de bactérias acéticas utilizou-se o agar HS. As BAA séao
microrganismos menos prevalentes no processo de fermentagado do kefir de agua,
além disso, espécies como Acetobacter fabarum sdo minoria na microbiota do kefir de
agua (Laureys et al., 2021; Verce et al., 2019).

O agar M17, obteve o menor numero de isolados, uma vez que € aplicado com
a intencédo de isolar bactérias do acido latico, especificamente Lactococcus lactis
(Taye et al., 2021).

6.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DO
KEFIR DE AGUA
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A capacidade antagonista dos microrganismos isolados do kefir de agua esta
apresentada na Tabela 1. Durante o teste da atividade antimicrobiana, observou-se
que dentre os 86 isolados do kefir de agua, 49 isolados (57,0%) produziram resultados
positivos, sendo que 48 isolados (55,8%) apresentaram halos de inibigdo contra P.
aeruginosa (11,34-26,87 mm) e 44 isolados (51,2%) apresentaram halos de inibigdo

contra L. monocytogenes (7,47-22,74 mm).

Tabela 1 - Avaliagdo da capacidade antagonista dos microrganismos isolados do
kefir de agua sobre a Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa

Isolad Halos de inibicdo (mm) Isolad Halos de inibigdo (mm)
sofado Mei P. L.monocytogen sofado Mei P. L.monocytogen
(N=$49) o aeruginosa es (N=s49) o aeruginosa es
(n=48) (n=44) (n=48) (n=44)
1 H 26,87 (3,07) 16,07 (1,01) 25 A 1965(2,05) 17,84 (0,11)
2 Y 26,39(1,86) 15,58 (1,25) 26 H 19,63(0,40) 12,84 (1,25)
3 Y 2520(2,72) 15,55 (1,28) 27 H 19,39(2,97) 15,48 (3,01)
4 H 24,89(0,41) 20,57 (1,17) 28 Y 19,36 (1,60) 12,47 (2,24)
5 Y 24,02(524) 14,19 (1,36) 29 Y 1847 (1,25) 16,43 (1,22)
6 H 23,94(0,78) 21,46 (2,98) 30 A 1843 (0,63) 10,93 (0,92)
7 H 23,01(1,55) 17,70 (0,62) 31 H 18,37(0,23) 15,50 (0,87)
8 H 2287(1,42) 15,72(0,19) 32 Y 1827 (0,75) 14,33 (0,75)
9 Y 2280(0,79) 22,74 (1,93) 33 Y 18,12(1,04) 20,78 (0,85)
10 A 2257(1,70) 10,75 (0,76) 34 Y 17,95(1,95) 16,03 (0,45)
11 H 21,68(0,42) 19,70 (2,03) 35 Y 17,86(0,57) 21,03 (0,68)
12 R 21,23(0,17) 17,51 (0,39) 36 Y 17,72(1,62) 21,30 (1,40)
13 A 21,16(1,91) 17,01 (5,76) 37 Y 17,54 (0,47) 20,42 (1,68)
14 H 21,12(0,22) 15,91 (0,73) 38 H 16,59 (0,48) 12,31 (0,25)
15 H 21,07(1,000 15,93 (0,58) 39 R 15,50 (0,75) N/A
16 R 21,04(1,75) 17,66 (1,56) 40 R 14,50 (4,56) N/A
17 H 21,04(1,41) 12,00 (0,61) 41 Y 14,40 (2,16) 11,45 (1,26)
18 Y 21,02(0,31) 14,18 (4,46) 42 Y 14,36 (0,88) 13,91 (0,17)
19 H 20,84 (0,30) 18,44 (0,20) 43 M 14,28 (0,26) N/A
20 H 20,72 (2,34) 7,47 (6,47) 44 M 13,61 (0,79) N/A
21 H 20,53(0,67) 16,68 (0,31) 45 Y 12,90(0,63) 15,19 (0,41)
22 H 20,28(0,68) 16,60 (3,23) 46 A 11,97 (0,74) 11,93 (1,28)
23 A 2027 (1,56) 16,52 (0,78) 47 R 11,34 (0,37) N/A
24 Y 19,97 (0,19) 21,58 (1,42) 48 H N/A 16,51 (0,86)
25 A 19.80(1,03) 16,97 (1,55)

Fonte: Elaboragdo propria. (N) total de microrganismos isolados. (n) total de microrganismos com
atividade inibitéria. N/A = ndo houve halo de inibicdo. Analise realizada em triplicata e valores expressos

em Média (Desvio Padrao) dos halos de inibicdo medidos em milimetro (mm).
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A bactéria L. monocytogenes apresentou menores halos de inibicdo que P.
aeruginosa, embora tenha apresentado alguns halos significativos (igual ou superior
a 20 mm). Outro ponto de relevancia é que a maioria dos isolados do kefir de agua
foram positivos tanto para P. aeruginosa quanto para L. monocytogenes.

Thi et al. (2020) ressaltam que a formagé&o do biofilme é um importante fator de
viruléncia das bactérias patogénicas, e, apresentaram estratégias terapéuticas que
visam atingir o biofilme. Dentre as estratégias, estdo os produtos naturais e o kefir de
agua esta entre as bebidas naturais e probidticas com capacidade antimicrobiana. Os
microrganismos presentes no kefir de agua como as BAL produzem bacteriocinas, as
quais podem ser usadas como agentes antibiofiime.

As bacteriocinas controlam a formagdo dos biofimes das bactérias
patogénicas e agem diretamente na membrana plasmatica bacteriana, afetando a
superficie da célula e produzindo poros, levando a morte celular (Darbandi et al., 2022;
Ghapanvari et al., 2022; Kranjec et al., 2020; Mgomi et al., 2023).

A analise comparativa entre a capacidade inibitéria dos microrganismos
isolados do kefir de agua e os meios utilizados para o isolamento pode ser visualizada
nos graficos a seguir. Os meios de cultivo HS e YM exibiram os maiores numeros de
isolados do kefir de agua que obtiveram atividade antagonista sobre a Listeria
monocytogenes (Grafico 2).

Grafico 2 - Analise comparativa da atividade inibitéria dos isolados de kefir de agua
em diferentes meios de cultura sobre a Listeria monocytogenes

LISTERIA MONOCYTOGENES

APT MRS M17 HS YM
mAA = N/A
Fonte: elaboracdo prépria. Agar All Purpose Tween (APT). MRS, Agar Man, Rogoso and Sharpe. HS,

Agar Hestrin-Schamma. YM, Agar Yeast Malt. AA, Atividade Antagonista. N/A, Nao houve atividade
antagonista.
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O Grafico 3, apresenta resultados semelhantes para a Psedomonas

aeruginosa, sendo os meios de cultivo HS e YM com maior atividade antagonista.

Grafico 3 - Analise comparativa da atividade inibitéria dos isolados de kefir de
agua em diferentes meios de cultura sobre a Psedomonas aeruginosa

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

o

APT MRS M17 HS YM

mAA mN/A

Fonte: elaboragao propria. Age)r All Purpose Tween (APT). MRS, Agar Man, Rogoso and Sharpe. HS,
Agar Hestrin-Schamma. YM, Agar Yeast Malt. AA, Atividade Antagonista. N/A, Ndo houve atividade
antagonista.

Com base na verificagdo do Grafico 4, o numero de isolados do kefir de agua
nos meios YM (17/25, 68,00%) e HS (17/24, 70,83%) que tiveram atividade
antagonista foram semelhantes, sendo 17 isolados com atividade antagonista sobre
L. monocytogenes e sobre P. aeruginosa. No meio APT foram 7 isolados (7/11,
63,63%) que apresentaram atividade antagonista sobre a L. monocytogenes e sobre

P. aeruginosa.
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Grafico 4 - Analise comparativa da atividade inibitéria dos isolados de kefir de agua
em diferentes meios de cultura sobre a Listeria monocytogenes e Psedomonas
aeruginosa

Atividade Antagonista

APT MRS

M17 HS M

[ = T R
O N BB O

(== S N LA T -

mP.aeruginosa mL. monocytogenes

Fonte: elaboragéo propria. Ag?r All Purpose Tween (APT). MRS, Agar Man, Rogoso and Sharpe. HS,
Agar Hestrin-Schamma. YM, Agar Yeast Malt.

No meio MRS, 5 isolados (5/22, 22,72%) exibiram atividade antagonista contra
P. aeruginosa e somente 2 isolados (2/22, 9,09%) contra L. monocytogenes. Assim, o
meio de cultivo que obteve o maior numero de isolados do kefir de agua sem atividade
antagonista foi o MRS. A L. monocytogenes nao foi inibida ao entrar em contato com
20 isolados do meio MRS, da mesma forma que n&o ocorreu atividade antagonista de
17 isolados do meio MRS contra P. aeruginosa.

Por fim, o meio com menor numero de isolados foi o M17, apresentando apenas
2 isolados (2/5, 40%) contra P. aeruginosa e nao tendo atividade antimicrobiana contra
L. monocytogenes. Outro ponto a ser destacado é que os meios de cultura n&o
influenciaram na atividade antagonista realizada pelos microrganismos isolados do
kefr de agua.

A analise da atividade antagonista dos isolados do kefir de agua de diferentes
meios de cultura contra P. aeruginosa e L. monocytogenes estao descritas na Tabela
2.
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Tabela 2 - Analise da atividade antagonista dos microrganismos isolados do kefir em
diferentes meios de cultura sobre a Listeria monocytogenes e Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa Listeria monocytogenes

; Isolados ey -
Meios (N=89) atividade o5 de inibigao _2tividade
antagonista (mm) antagonista

(n=48) (n=44)

halos de inibigao
(mm)

Agar APT 11 (12,8%) 7 (63,6%) 12+0,7 a22,6%1,7 7 (63,6%) 10,8+0,8 a 17,840,1
Agar MRS 22 (25,6%) 5(22,7%) 11,3+0,4a21,2+0,2 2(9,1%) 17,5+0,4a17,7+1,6
Agar M17 4 (4,7%) 2 (50%) 13,6+0,8 a 14,3+0,3 0 (0%) 0+0 a 010

Agar HS 24 (27,9%) 17 (70,8%) 16,6+0,5a26,9+3,1 17 (70,8%) 11,3+0,2 a 21,513
Agar YM 25 (29,1%) 17 (68%) 12,9+0,6 a 26,4+1,9 17 (68%) 11,5+1,3 a22,7+1,9
Fonte: elaboragao prépria. Agar All Purpose Tween (APT). MRS, Agar Man, Rogosa and Sharpe. HS,

Agar Hestrin-Schamm. YM, Agar Yeast Malt. ATCC, American Type Culture Collection. (N) total de
microrganismos isolados (n) quantidade de microrganismos isolados. (mm) = milimetro.

A atividade antagonista obteve melhor resultados nos microrganismos isolados
do agar HS contra P. aeruginosa (17/24, 70,8%) e teve o microrganismo que
apresentou o maior halo de inibicdo de 26,9 mm. Em seguida, os microrganismos
isolados do agar YM tiveram uma atividade antagonista de 68% (17/25) contra L.
monocytogenes, com um microrganismo exibindo um halo de inibi¢do de 22,9 mm.

No meio de cultivo MRS, embora o numero de isolados tenha sido elevado, 22
(25,6%), a atividade antagonista foi inferior, sendo 5 isolados (22,7%) contra P.
aeruginosa e 2 isolados (9,1%) contra L. monocytogenes, porém apresentando halos
de inibigdo consideraveis que variaram de 17,5 mm a 21,2 mm.

Okafor et al. (2023) fizeram o teste de susceptibilidade a antibiéticos em 81
isolados da P. aeruginosa, retirados de amostra de efluentes hospitalares, utilizando
a técnica de difusdo de Kirby-Bauer. Os carbapenémicos apresentaram alta
resisténcia e sao utilizados como ultima escolha para o tratamento da P. aeruginosa.
Por outro lado, conforme Shatri et al., 2023, as polimixinas sdo a primeira escolha no
tratamento de infecgdes sistémicas causadas por cepas suscetiveis de bactérias
multirresistentes, como a P. aeruginosa.

Matie et al. (2020) reportaram que L. monocytogenes tém mostrado resisténcia
a gentamicina, ampicilina, ciprofloxacina, tetraciclina, sulfonamida, estreptomicina,

eritromicina e rifampicina nos isolados clinicos em diversos paises. Isso se deve ao
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uso excessivo de antibioticos prescritos em ambientes hospitalares (Ben et al., 2018;
Mancuso et al., 2021).

De acordo com Mancuso et al. (2021), a sigla “ESKAPE” (espécies
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter), agrupa as principais espécies
patogénicas resistentes a antibidticos e de dificil tratamento. A RAM dessas bactérias
causa um numero expressivo de mortes em todo o mundo, principalmente, em
pacientes em hospitais e asilos, e, sdo uma ameacga a saude publica uma vez que o
impacto das mortes, o tempo de internagdo hospitalar e os custos de saude podem
atingir valores imensuraveis ao longo dos anos.

Angelescu et al. (2019), avaliaram as propriedades probidticas de lactobacilos
de duas bebidas fermentadas, dentre elas o kefir de agua, e, relataram que a maioria
dos lactobacilos do kefir de agua apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas, como L. monocytogenes e E. coli, por exemplo. E ainda,
realizaram a determinacéo in vitro da resisténcia dos lactobacilos contra acidos,
enzimas e bile, a fim de confirmar as propriedades probidticas, a qual deve sobreviver
a passagem pelo trato gastrointestinal, isto €, com um pH baixo e a presenga de certas
enzimas e sais biliares, atingindo o local alvo em quantidade adequada para provocar

o efeito antimicrobiano.
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7. CONCLUSAO

Do total de 86 microrganismos isolados do kefir de agua, 44 isolados (51,2%)
apresentaram halos de inibigdo contra L. monocytogenes e 48 isolados (55,8%) contra
P. aeruginosa. Assim, no presente estudo, um numero significativo de isolados do kefir
de agua apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias patogénicas
testadas, revelando um potencial efeito antimicrobiano dos microrganismos presentes
no kefir de agua. Mais estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos de
acao utilizados por cada microrganismo para inibir o crescimento das bactérias
patogénicas.

As propriedades antimicrobianas dos microrganismos do kefir de agua sdo uma
alternativa para atenuar a problematica da resisténcia aos antimicrobianos. Além
disso, o presente trabalho contribui para que o uso do kefir de agua seja disseminado
e incentivado aos consumidores, pois a microbiota do kefir de agua é rica em
microrganismos e acidos organicos que trazem beneficios a saude. Os dados desse
trabalho podem enriquecer pesquisas futuras e fornecer evidéncias cientificas acerca

das propriedades probidticas do kefir de agua.
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