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RESUMO

Preocupagdes na valorizagdo do soro de queijo conduziram a recente interesse na producdo de bebidas
fermentadas a partir deste substrato. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso dos graos de
kefir como cultura starter na producio de bebidas funcionais tendo o soro de queijo como substrato. A
fermentagdo foi conduzida inoculando grdos de kefir em soro de queijo e soro de queijo
desproteinizado. Por meio de microscopia de fluorescéncia, foi observada a presenca de leveduras e
bactérias habitando a matriz granular polissacaridica (kefiran). A diversidade microbiana foi
monitorada através de andlise em eletroforese de gel de gradiente desnaturante (DGGE) seguida de
técnica de clonagem do gene 16S rRNA para procarioto e 18S rRNA para eucarioto, utilizando células
super competentes Escherichia coli (JM109). Foram identificados os clones Kluyveromyces
marxianus, Saccharomyces cerevisiae, Kazachstania unispora, Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefirgranum, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens e uma bactéria nao cultivavel do
género Lactobacillus. Lactose e etanol foram identificados e quantificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). Os graos de kefir consumiram lactose em 72 h de fermentagdo do soro de
queijo e soro de queijo desproteinizado e produziram quantias semelhantes de etanol (~12 g/l).
Caracteristicas sensoriais mostraram boa aceitabilidade dos produtos. O presente estudo revelou que
os graos de kefir apresentam potencial como culturas iniciadoras no desenvolvimento de bebidas kefir
funcionais de soro de queijo, resultando na introducdo de novos produtos no mercado.
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INTRODUCAO

Soro de queijo é um subproduto da industria leiteira e sua disposicio no ambiente sem
tratamentos representa uma fonte principal de polui¢dao. A fermentacdo do soro de queijo através de
microrganismos € uma opg¢do para sua valorizagcdo, pois diminui o conteido de lactose em soro de
queijo, além de produzir metabdlitos contribuindo para o sabor e textura do produto final (PESCUMA
et al., 2008). A producdo de uma bebida funcional por fermentacio de soro de queijo através de graos
de kefir poderia ser uma alternativa interessante para utilizacdo do soro. Kefir é uma cultura de
bactérias e leveduras envoltas por uma matriz granular polissacaridica chamada kefiran. Os graos sdo
utilizados para fermentacdo tradicional de leite, produzindo a "bebida kefir" com baixo conteido de
dlcool (MAGALHAES et al., 2010).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso dos grios de kefir como cultura starter na
producdo de bebidas fermentadas de soro de queijo e soro de queijo desproteinizado, a partir da
elucidacdo das caracteristicas microbioldgicas, quimicas e sensoriais.
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MATERIAL E METODOS

Fermentacao do soro de queijo por graos kefir

Dois substratos com concentragdo de 46 g/l foram usados para fermentagdo: soro de queijo
(SQ) e soro de queijo desproteinizado (SQD). O soro de queijo em pd foi obtido da industria leiteira
Lagtogal, Porto/Portugal. O soro de queijo foi dissolvido em dgua destilada estéril até a concentracdo
de lactose desejada. O soro de queijo desproteinizado foi preparado através de autoclavagem a 115°C
por 10 min, seguido de centrifugacdo asséptica (2220 xg para 20 min). A confirmacdo da
desproteinizacio foi realizada por método de Kjeldahl. Graos de kefir de origem brasileira (12,5g)
foram inoculados em 250 mL de SQ e SQD. Erlenmeyers foram incubados estaticamente por 72h a
25°C.

Analise microbioldgica

A comunidade microbiana foi avaliada por eletroforese de gel em gradiente desnaturante
(DGGE). Para bactérias o gene 16S rRNA foi amplificado com primers 27f (5°-
AGAGTJTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492r (5-TACGGYTACC ITGTTACGACTT-3’). Para
amplificacio da regido ITS de leveduras, foram wusados os primers ITS1 (§’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Os produtos
foram purificados e transformados por técnica de clonagem usando células super competentes
Escherichia coli (JM109). Os clones foram amplificados pelos primers SP6 (5’-CAT ACG ATT TAG
GTG ACA CTA TAG-3’) e T7 (5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA-3’). Reacdes de
sequenciamento foram realizadas por BIOPREMIER (Lisboa, Portugal). A similaridade das
sequéncias foram analisadas em GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Amostras dos
graos foram examinadas por microscopia de fluorescéncia usando microscépio confocal a laser
(CLMS).

Analise quimica
Lactose e etanol foram quantificados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (MAGALHAES et al., 2010).

Anadlise sensorial

As bebidas de kefir (SQ e SQD) foram avaliadas por 25 degustadores destreinados, do sexo
masculino e feminino em idade entre 25-35 anos (Estudantes do Centro de Engenharia Bioldgica,
Universidade do Minho, Campus Gualtar, Braga, Portugal). Foi pedido aos degustadores que
indicassem o quanto gostaram de cada produto em uma escala hedonica de 9-pontos (9 = gostei
extremamente; 1 = desgostei extremamente) de acordo com coloracdo, sabor, aroma e caracteristicas
gerais de aceitabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura de graos de kefir reveladas por microscopia de fluorescéncia

Microscopia de fluorescéncia ndo revelou nenhuma diferenca significante entre a estrutura de
grdos de kefir antes e apds o processo de fermentacdo das bebidas (SQ, SQD). As Figuras la e 1b,
mostram a estrutura dos graos de kefir. O corante Syto 9 revelou a presenga de acidos nucléicos
(verde). Calcofluor White revelou a presenca de leveduras, através da coloragdo azul da celulose e
quitina pertencentes a parede de células leveduriformes. Com isso se pdde diferenciar a distribuicao de
bactérias (verde) e leveduras (azul) no grao de kefir. ConA associado a Alexa 594 revelou a porgdo
polissacaridica (kefiran) (vermelho) dos graos de kefir. Portanto a técnica de fluorescéncia mostrou a
distribui¢do de leveduras entre a matriz do grao essencialmente composto de polissacarideo (kefiran) e
bactérias.
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Figura 1 - Estrutura de graos de kefir revelada por técnica de fluorescéncia. Verde = bactérias; Azul =
leveduras; vermelho = polissacarideo.

Comunidade microbiana

Os perfis microbianos de grdos e bebidas kefir gerados através da técnica de DGGE sdo
mostrados nas figuras 2a e 2b. Ndo foi encontrada nenhuma diferenca na estrutura da comunidade em
todas as bebidas fermentadas e grdos de kefir, sugerindo o envolvimento dos mesmos grupos de
microorganismos durante o processo fermentativo. Como as condi¢des ecoldgicas permaneceram
inalteradas, uma microbiota estavel foi descoberta.

Gl GSQ GSQD BSQ BSQD
(a)

- Lactobacilius kefiranofaciens subsp. Kefirgranum AB372208.1

_.K.l
KN I._ n.i.
bacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens AJ575260.1

KX -Uncultured bacterium clone IMAU 311 GQ267936.1
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KF - Kiuyveromyces marxianus AF543841.1
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u K"' - Saccharomyces cerevisiae AM262831.1

’
L KV - Kazachatania unispora D89896.1

Figura 2 — Perfis microbianos de DGGE de graos e bebidas kefir (SQ, SQD). (a) perfil bacteriano. (b)
perfil de leveduras. (GI = grao kefir inoculo; GSQ = grao kefir fermentado em soro de queijo; GSQD
= grao kefir fermentado em soro de queijo desproteinizado; BSQ = bebida kefir de soro de queijo;
BSQD = bebida kefir de soro de queijo desproteinizado.) ni = nio identificado.

Fragmentos de rDNA foram amplificados e construidas bibliotecas de clones bacterianos e
leveduriformes. Clones bacterianos KJ e KR foram relacionados para Lactobacillus kefiranofaciens
subsp. kefirgranum (98%), Lactobacillus kefiranofaciens subsp. Kkefiranofaciens (99%),
respectivamente, considerando que KX se afiliou a uma bactéria ndo cultivivel do género
Lactobacillus (97%). Clones bacterianos KE e KN ndo foram achados. Eles ndo foram recuperados
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para sequenciamento e podem representar outro ribotipo bacteriano, porém com baixa eficiéncia na
amplificacdo de PCR. KE e KN sdo representados através de bandas de baixa intensidade em gel de
DGGE (Figura 1a). Os clones de leveduras, KF, KT e KV foram relacionados para Kluyveromyces
marxianus (99%), Saccharomyces cerevisiae (98%) e Kazachstania unispora (99%), respectivamente.

A espécie de levedura Kluyveromyces marxianus, identificada neste estudo, é caracterizada
pelo uso de lactose como fonte de carbono e produz etanol e gis carbdnico que proporciona sabor
agraddvel as bebidas (MAGALHAES et al., 2010). A levedura Saccharomyces cerevisiae contribui
para qualidade organoléptica da bebida kefir (MAGALHAES et al., 2010). Esta levedura reduz a
concentracio de 4cido lactico, remove o perdxido de hidrogénio e produz combinacdes que estimulam
o crescimento de outras bactérias, além de aumentar a producdo de kefiran (CHEIRSILP et al., 2003).
A levedura Kazachstania unispora também contribui com as caracteristicas organolépticas de bebidas
fermentadas, podendo ser associada a assimilag@o de 4cido latico (MAGALHAES et al., 2010).

O grupo de Lactobacillus também foi identificado nos grdos e bebidas kefir. Espécies de
Lactobacillus sao importantes produtores de dcido lactico em bebidas fermentadas. Além de serem
considerados probidticos (JIANZHONG et al., 2009) e produtores do polimero kefiran em kefir.

Analise quimica de bebidas kefir (SQ, SQD)

A Tabela 1 mostra os resultados de caracterizacdo quimica da fermentacdo de bebidas kefir
(SQ, SQD). Dois compostos (lactose e etanol) foram quantificados por HPLC. No presente trabalho,
lactose foi consumida durante 72 h de fermentacdo e o contetido de etanol aumentou durante o
processo de fermentacdo de kefir, alcancando concentracdo de 11,72 g/l e 11,86g/l em SQ e SQD
respectivamente. Saccharomyces cerevisiae identificada neste trabalho € principalmente responsivel
pela produgio de dlcool em bebidas de kefir (MAGALHAES et al., 2010). Porém, algumas bactérias
do género Lactobacillus também possuem habilidade para produzir etanol, desde que eles possuam
atividade da enzima dlcool desidrogenase, uma enzima capaz de converter acetaldeido a etanol
(BESHKOVA et al., 2003).

Tabela 1 — Concentracdo de lactose e etanol em bebidas kefir (SQ, SQD).

Tempo fermentacio (h) Soro de queijo Soro de queijo desproteinizado
Lactose g/l Etanol g/1 Lactose g/l Etanol g/1
47.14+0.00 n.d. 47.14+0,00 n.d.

0
72 n.d. 11.72+0.77 n.d. 11.86+0.00

n.d. — ndo detectado; os dados sdo valores de duplicatas + desvio padrio

Anélise sensorial

As bebidas de kefir foram sujeitadas a andlise sensorial para avaliar sua aceitacdo. A tabela
2 mostra a porcentagem de aceitacdo atribuida a cada bebida kefir (SQ, SQD) por 25 degustadores
destreinados. Para todos os atributos avaliados as bebidas mostraram boa aceitacdo (pelo menos 5
pontos ou 50% de aceitacio).

Tabela 2 — Avaliacdo sensorial na escala hedonica 9-pontos (9 = gostei extremamente; 1 = desgostei
extremamente) das bebidas kefir (SQ, SQD).

Propriedades sensoriais
Bebidas kefir

Coloragio Aroma Aparéncia Gosto Aceitabilidade geral

Soro de queijo 5.78 6.01 5.69 6.08 6.01
Soro de queijo desproteinizado 5.51 5.92 3.54 5.82 5.89
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CONCLUSAO

O potencial dos graos de kefir como cultura starter na producdo de bebidas funcionais de
soro de queijo foi mostrado neste estudo. As bebidas kefir (SQ, SQD) produziram boas qualidades
organolépticas. A fermentacido do soro de queijo por graos de kefir conduziu a um produto com sabor
aumentado além de apresentar uma comunidade microbiana estivel durante o processo de
fermentagdo. Portanto os resultados deste estudo indicam que as bebidas kefir (SQ, SQD) podem ser
produzidas, resultando na introducao de novos produtos no mercado.
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