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RESUMO - Este estudo investigou as propriedades metagendémicas do kefir de leite artesanal
produzido por uma agroindustria localizada no Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, ao longo de 30
dias de armazenamento, visando avaliar a viabilidade comercial e a padronizacao do produto, através
da caracterizacdo das comunidades microbianas, através do sequenciamento de alto desempenho,
com andlise das regides V3/V4 do gene 16S rRNA para bactérias e da regido ITS para fungos. Os
resultados mostraram que, na microbiota bacteriana, foram identificadas 20 espécies, com destaque
para a reducdo gradual de Acetobacter syzygii, Enterococcus hirae, Enterococcus durans e
Enterococcus faecium ao longo de do periodo de armazenamento. Foram identificadas 11 espécies
fangicas, com predominancia inicial de Kazachstania unispora e crescimento progressivo de
Aspergillus clavatophorus, A. penicillioides e Penicillium pusillum ao final do periodo. O estudo
destaca a importancia de mais pesquisas para compreender os fatores que regulam a microbiota e
garantir a padronizacao do kefir artesanal.

PALAVRAS-CHAVE: kefir artesanal; microbiota; padronizacdo; analise de alimentos; vida util.


mailto:jeferson.stroher@hotmail.com
mailto:marcelamsalazar@gmail.com
mailto:andersonfreitas@usp.br
mailto:lilian.silva@universo.univates.br
mailto:simone.flores@ufrgs.br
mailto:patricia.malheiros@ufrgs.br

Solucdes Sustentaveis: Enfrentando os Desafios do Clima e da Alimentacao

SIMPOSIO DE

ALIMENTAR

19 A 21 DE MAIO DE 2025 | BENTO GONCALVES | RS

ABSTRACT - This study investigated the metagenomic properties of artisanal milk kefir produced
by an agroindustry located in Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, over 30 days of storage, to assess
the commercial viability and standardization of the product, through the characterization of microbial
communities, applying high-performance sequencing techniques, with analysis of the V3/V4 regions
of the 16S rRNA gene for bacteria and the ITS region for fungi. The results showed that 20 species
were identified in the bacterial microbiota, with a gradual reduction in Acetobacter syzygii,
Enterococcus hirae, Enterococcus durans and Enterococcus faecium over the storage period. Eleven
fungal species were identified, with an initial predominance of Kazachstania unispora and
progressive growth of Aspergillus clavatophorus, A. penicillioides and Penicillium pusillum towards
the end of the period. The study highlights the importance of further research to understand the factors
that regulate the microbiota and ensure the standardization of artisanal kefir.

KEYWORDS: artisanal kefir; microbiota; standardization; food analysis; shelf life.

1. Introducéo

O kefir de leite, conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) (Brasil,
2007), é classificado como um leite fermentado obtido a partir do leite de diferentes espécies animais.
Sua fermentacdo ocorre em grdos formados por uma matriz polissacaridica que abriga bactérias e
leveduras em simbiose, proporcionando beneficios como propriedades antitumorais,
imunomoduladoras, hipocolesterolémicas e auxilio na digestdo da lactose (Kesenkay et al., 2017;
Jeong et al.,, 2017). Durante esse processo, microrganismos como bactérias do acido latico
(Lactobacillus kefir, Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces
marxianus e Saccharomyces spp.) produzem &cido latico, etanol e dioxido de carbono, que conferem
as propriedades funcionais da bebida (Hamet et al., 2013).

A producdo pode ser artesanal, com o uso de grdos como indculos, resultando em maior
variabilidade, como é comum no Brasil, ou industrial, utilizando culturas starters que garantem maior
uniformidade (Vieira et al., 2021). No caso do kefir artesanal, sua composicao € influenciada por
fatores como local de producéo, condigdes climaticas e tipo de substrato, o que impacta diretamente
seus atributos de qualidade (La Torre et al., 2024). A padronizacdo do kefir artesanal € crucial para
preservar as suas propriedades funcionais e viabilizar sua comercializacdo industrial. A anélise
metagendmica é crucial nesse processo, permitindo identificar a diversidade microbiana e avaliar

fatores que influenciam sua qualidade. Este estudo analisou a metagendmicas do kefir produzido pela
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ProBios Kefir e Saude (Lajeado-RS) ao longo de 30 dias, buscando estabelecer padrdes de qualidade

e ampliar seu mercado no Brasil.

2. Material e métodos

Producéo do kefir

Os gréos de kefir fornecidos pela ProBios Kefir e Saude foram incubados no Tecnovates
(Univates, RS, Brasil). A producéo consistiu na adicao de 100 g de graos a 2 L de leite UHT integral
em potes de vidro, fermentados a 25 + 0,5 °C por 18 horas. Apds a coagem, o liquido fermentado foi
maturado por 18 a 24 horas em condi¢Ges semelhantes, envasado em garrafas esterilizadas e
armazenado refrigerado (<8°C). Amostras foram coletadas nos dias 0, 15 e 30 e ap6s congeladas em

frascos de 200 mL para posterior analise metagenémica.

Anélises metagendmicas

As comunidades bacterianas foram identificadas por meio de sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA, seguindo o protocolo da Neoprospecta
Microbiome Technologies. A amplificacdo utilizou os primers 341f (Wang et al., 2009) e 806r
(Caporaso et al., 2012). As comunidades fungicas foram analisadas pela amplificacdo da regido ITS
com os primers ITSIF/ITS2R (White et al., 1990; Gardes e Bruns, 1993; Walters et al., 2016). O
sequenciamento foi realizado no sistema MiSeq (Illumina Inc., EUA), utilizando kits V3 de 600 ciclos
ou V2 de 500 ciclos para sequenciamento de extremidade pareada. A analise das comunidades
microbianas utilizou o pipeline DADA2 (Callahan et al., 2016), considerando sequéncias com
pontuacéo de qualidade superior a 30. As leituras filtradas foram agrupadas em variantes de sequéncia
de amplicon (ASVs) e classificadas taxonomicamente com o banco de dados Silva v.138.1 (Quast et
al., 2012). A tabela ASV gerada foi importada para o objeto phyloseq (McMurdie e Holmes, 2013)

para analises subsequentes.

3. Resultados e discussao

Foram identificadas 20 espécies bacterianas no kefir ao longo de sua vida util (Figura 1a).

Enterococcus hirae foi a mais abundante inicialmente, mas sofreu reducéo acentuada ao longo do
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tempo, assim como Acetobacter syzygii e Enterococcaceae bacterium. QOutras espécies do género

Enterococcus, como Enterococcus durans e Enterococcus faecium, também reduziram, mas de forma
mais moderada. J& Lactobacillus kefiranofaciens e Lactobacillus kefiri mostraram reducGes menos
pronunciadas, enquanto o género Lactococcus apresentou um declinio generalizado, com Lactococ-
cus lactis desaparecendo ap6s 15 dias. Espécies de Leuconostoc, como L. mesenteroides e L. pseudo-
mesenteroides, também reduziram progressivamente. Por fim, Peptostreptococcaceae bacterium teve
uma reducdo significativa ao longo do periodo analisado. Diferentemente deste estudo, pesquisas
anteriores indicam a predominéncia dos géneros Lactobacillus, Lentilactobacillus, Lactococcus, Leu-
conostoc e Acetobacter, com Lactobacillus sendo o mais abundante (Sindi et al., 2020; Tenorio-Sal-
gado et al., 2021).

Figura 1 — Abundancia relativa bacteriana (a) e fungica (b) do kefir ao longo de 30 dias de sua
vida util.
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No caso das espécies fungicas, 11 foram identificadas ao longo do estudo. No inicio do pro-
cesso (0 dias), Kazachstania unispora destacou-se como a espécie predominante, com aumento aos
15 dias e queda ao final do periodo. Ja Debaryomyces hansenii, embora presente em menor quanti-
dade no inicio, mostrou um leve crescimento intermediario, seguido de reducédo ao final do periodo
analisado. Em contraste, Aspergillus clavatophorus, Aspergillus penicillioides e Penicillium pu-
sillum, inicialmente detectadas em menores quantidades, apresentaram aumentos em suas abundan-
cias aos 30 dias de sua vida util. Sumarmono et al. (2023) identificaram Kazachstania e Kluyve-
romyces como dominantes em kefir de leite de vaca na Indonésia, com Aspergillus aparecendo em

menores proporc¢des. Embora raro no kefir, o género Aspergillus contribui para a qualidade sensorial
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ao produzir enzimas que degradam amidos e convertem agucares (Tamang et al., 2016). Diante da

complexidade da microbiota do kefir artesanal, impde-se a revisdo da legislacdo brasileira, de modo
a contemplar sua diversidade microbiana e potencial funcional. Tal iniciativa é essencial para subsi-
diar a padronizacéo, o controle de qualidade e a valorizagéo dos beneficios a salide associados a esses

produtos.

4. Conclusodes

Foram identificadas 20 espécies bacterianas e 11 fungicas no kefir, com mudancas significa-
tivas nas abundancias ao longo do tempo. Enterococcus hirae e Kazachstania unispora predominam
inicialmente, enquanto Aspergillus penicillioides e Penicillium pusillum aumentaram no final do pe-
riodo. Essas variacoes refletem a dindmica microbiana durante o armazenamento e impactam as ca-
racteristicas sensoriais e nutricionais do kefir. Pesquisas futuras devem explorar os fatores que mol-
dam a microbiota para aprimorar a padronizacédo, qualidade e aceitacdo do kefir artesanal, ampliando

seu consumo e promovendo seus beneficios a salde.
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