ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE MICRORGANISMOS ISOLADOS DE
GRAOS DE KEFIR CONTRA Staphylococcus aureus
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INTRODUCAO

Desde que os antibidticos passaram a ser utilizados em larga escala, as
bactérias tém desenvolvido crescente capacidade de resisténcia. Devido a isto,
esforcos tém sido despendidos no sentido de desenvolver e estudar novos
compostos que possam representar alternativas a terapia antibittica
convencional (MARTINEZ & BAQUERO, 2000).

Kefir € um leite fermentado, &cido, levemente alcodlico, produzido
artesanalmente a partir de grdos que contém uma populacdo relativamente
estavel de microrganismos simbidticos imersos em uma matriz composta de
polissacarideos e proteinas (ABRAHAM & DE ANTONI, 1999).

Muitos beneficios a saude humana tém sido atribuidos ao kefir, incluindo
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(GARROTE et al.,, 2000). Bacteriocinas e um exopolissacaridio (kefiran)
produzidos pelas bactérias acido-lacticas dos gréos de kefir sdo substancias
gque tém sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas
(RODRIGUES et al., 2005; POWELL et al., 2007).

Toxinas de Staphylococcus aureus produzidas em alimentos sdo causa
de infeccdo estafilococcica. Os reservatorios principais deste microrganismo
sdo as fossas nasais, pele e pélos de animais de sangue quente, podendo
chegar aos produtos alimenticios durante a preparacdo e o0 processamento
(FRANCO & LANDGRAF, 2003). Pelo fato do kefir ser produzido de maneira
artesanal, além da possivel veiculacdo do patégeno pelo leite, ha também
riscos de contaminacéo pela manipulacéao.

O avanco no uso de prebidticos e probidticos, em substituicdo aos
promotores de crescimento, € uma realidade vivida pela agroindustria. A
restricdo ao uso de antibiéticos e quimioterapicos na producdo de animais para
0 consumo humano representa um desafio para a industria de alimentos. A
utilizacdo de microrganismos com propriedades antimicrobianas como
conservantes naturais € uma alternativa que tem como vantagem a inibicdo do
desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas sem 0 uso de
substancias quimicas indesejaveis.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
microrganismos isolados de graos de kefir contra S. aureus.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados grdos de kefir da colecdo do Laboratério de Inspecéo
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel). Gréaos LIPOA CDT, LIPOA ABB e LIPOA MH foram recuperados e
restabelecidos através de fermentacdes sucessivas. Os grdos foram
adicionados a leite UHT desnatado, na proporcao de 1:10, e incubados em
banho-maria a 20°C. Diariamente, o kefir era coado utilizando-se coador esteéril
e 0s graos novamente misturados ao leite, retornando a incubacgéo. O processo
foi repetido durante uma semana. Apods, os graos foram separados por coagem
e macerados com uso de almoxariz esterilizado. Uma aliquota de 10 g foi
homogeneizada com 90 mL de solucdo salina estéril (0,9% de NaCl) para
semeadura por esgotamento em placas com agar MRS (Acumedia, Lansing,
Michigan) que foram incubadas a 37°C por 48 horas para obtencdo de colénias
isoladas. Todas as colénias com diferente morfologia de cada placa ou um
méaximo de 10 colbnias para cada tipo de kefir foram transferidas para caldo
MRS (Acumedia), incubadas a 37°C até turvamento do meio, misturadas com
igual volume de glicerol a 80% em salina fosfatada tamponada (PBS 0,01 M,
pH 7,4) e estocadas a -70°C. Quando necessario, 0s isolados foram
recuperados em caldo MRS a 37°C por 48 horas.

A atividade antimicrobiana foi estudada através do teste do
antagonismo, segundo JACOBSEN et al. (1999), utilizando-se como
microrganismo indicador S. aureus LIPOA 4001. Dois microlitros de cultura de
cada isolado foram dispostos isoladamente na superficie de agar MRS
(Acumedia) e incubadas por 24 horas a 37°C para desenvolvimento de
colonias. Cem microlitros de cultura overnight de S. aureus foram misturados a
7 mL de Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
England) contendo 0,7% de agar e espalhados sobre a superficie das placas
com MRS. As placas foram incubadas a 37°C. Apds 24 horas de incubacéo,
foram lidas as zonas de inibicdo. Uma zona clara, sem crescimento da bactéria
indicadora, ao redor das colbnias dos isolados com 1 mm ou mais foi
considerado resultado positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Onze (36,66%) isolados apresentaram acao inibitoria frente a S. aureus.
A largura dos halos observados esta expressa na Tabela 1.



Tabela 1 — Microrganismos isolados de gréos de kefir com os respectivos halos
de inibicdo de S. aureus.

Isolados com atividade antimicrobiana Largurado halo (mm)

LIPOA ABB 1.2
LIPOA ABB 1.3
LIPOA ABB 1.5
LIPOA ABB 2.4
LIPOACDT 1.2
LIPOACDT 1.3
LIPOA CDT 1.5
LIPOAMH 1.4
LIPOA MH 1.5
LIPOAMH 2.1
LIPOA MH 2.3
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RODRIGUES et al. (2005) e KWON et. al. (2003) em estudos sobre a
acao inibitéria dos microrganismos presentes nos graos de kefir também
observaram atividade antimicrobiana contra S. aureus. O ambiente
desfavoravel propiciado pela producdo de acido lactico, acido aceético, bem
como a acéo de substancias bioativas (POWEL et al., 2007) pode ter sido fator
determinante para a inibigdo do S. aureus.

A diferenca nas medidas das zonas de inibicdo dos isolados € sugestiva
de que os microrganismos sédo diferentes espécies ou linhagens. Tal hipétese é
reforcada pelo fato de que a constituicdo microbiana dos graos € variavel e
depende da regido geogréfica de origem, tempo de utilizacdo e substrato para
proliferacdo dos grdos (GARROTE et. al., 1997; WSZOLEK et. al., 2001).
SANTOS et al. (2003) sugerem que pelo menos parte da composicdo dos
graos é especifica e estavel: Lactobacillus, Streptococcus e Sacharomyces sao
comumente isolados de diferentes graos. Por outro lado, o tipo ou quantidade
de metabdlitos por eles produzidos pode ter influenciado a largura dos halos. A
producdo de um polissacarideo denominado kefiran tem sido associada a
linhagens do género Lactobacillus (MAEDA et. al., 2004).

CONCLUSAO

Microrganismos isolados de graos de kefir apresentam atividade
antimicrobiana contra S. aureus. A identificagdo destes microrganismos e
caracterizacdo de suas substancias bioativas abre a possibilidade de novos
estudos no sentido da utilizacdo dos mesmos em formulacdes de alimentos
nutracéuticos e na industria farmacéutica.
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