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RESUMO 

O kefir de água é um tipo de kefir não lácteo obtido pela fermentação dos grãos de kefir 

de água inoculados em uma solução de sacarose. O açúcar mascavo é o principal substrato 

utilizado para a fermentação do kefir de água. Este estudo teve como objetivo realizar a 

caracterização microbiana (bactérias e fungos) de grãos de kefir de água e da bebida 

fermentada de kefir de água através da análise metataxonômica do gene 16S rRNA 

(bactérias) e da região ITS (fungos). Com relação as espécies bacterianas, é possível 

estabelecer que a população das amostras de grãos de kefir de água e da bebida 

fermentada por esses grãos de água consiste em uma população dominante de Zymomonas 

spp. com bactérias ácido láticas (Lentilactobacillus, Liquorilactobacillus e Leuconostoc) 

e bactérias do ácido acético (Acetobacter e Gluconacetobacter). A abundância relativa 

para composição fúngica foi representada pela espécie Lachancea fermentati com 

95,54% de predominância nos grãos e 67,53% de predominância na bebida fermentada. 

  

 

INTRODUÇÃO 

O kefir de água é um tipo de kefir não lácteo obtido pela fermentação dos grãos 

de kefir de água inoculados em uma solução de sacarose. Os grãos de kefir são compostos 

por uma cultura simbiótica de bactérias e leveduras embebidas em uma matriz 

polissacarídica (1). O açúcar mascavo é o principal substrato utilizado para a fermentação 

do kefir de água (2). No entanto, vegetais e frutas também podem ser utilizados como 

substratos na fermentação de kefir, como: soja, cebola, gengibre, cenoura, maçã, abacaxi, 

uva, marmelo, kiwi, pêra, melão, morango, romã, tomate e coco (3, 4, 5, 6) como uma 

opção de diversificação, enriquecimento nutricional e melhoria da qualidade sensorial.  

 Sua fermentação pode durar de dois a três dias a temperatura de 20–25 °C, após 

os quais, sucos e/ou polpas de frutas são adicionados para melhorar o sabor (7). A bebida 

fermentada obtida é carbonatada, turva, ligeiramente alcoólica e doce, sendo muito 

popular entre os consumidores veganos. Sua composição é determinada principalmente 

pelas condições de cultivo e pela composição microbiológica dos grãos sendo os 

principais produtos finais da fermentação etanol, ácido lático, manitol, ácido acético, 

glicerol e outros ácidos orgânicos (8, 5). 



 
 

 A composição microbiana do kefir de água é fortemente influenciada pela região 

de cultivo, considerando que é uma bebida tradicional, produzida em pequena escala e de 

forma artesanal (1). Tradicionalmente, os principais microrganismos presentes em kefir 

de água pertencem ao grupo das bactérias ácido láticas (BAL), bactérias acéticas e 

leveduras. A matriz polissacarídica dos grãos de kefir é produzida por algumas espécies 

de BAL como Lentilactobacillus hilgardii e Liquorilactobacillus nagelii,, e vem sendo 

estudada pelo seu potencial probiótico. Por outro lado, é cada vez mais frequente o relato 

de espécies potencialmente probióticas serem identificadas em alimentos fermentados 

tradicionais, como o kefir de água (FELS et al., 2018 9). Neste sentido, as técnicas de 

sequenciamento completo ou parcial do genoma microbiano representam uma mudança 

na maneira como os produtos fermentados podem ser compreendidos e produzidos. De 

fato, a aplicação da metataxonômica permite uma compreensão detalhada da ecologia 

microbiana presente nestes produtos. Desta forma, o conhecimento aprofundado dos 

mecanismos por trás dos processos biológicos aumentará o controle e a modulação da 

fermentação para obter produtos com as propriedades organolépticas desejadas. 

 

OBJETIVO 

O presente estudo, teve por objetivo realizar a avaliação metataxonômica de uma 

bebida fermentada a partir do consórcio microbiano de kefir de água bem como dos grãos 

utilizados nessa fermentação. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Amostras 
 

O processo de fermentação foi realizado com grãos de kefir previamente 

ativos/viáveis (5% m/v) inoculados diretamente na solução de água e açúcar mascavo 

(10% m/v), e incubados em estufa de cultura bacteriológica (SolidSteel, Brasil) na 

temperatura de 25 ± 2°C por 48 horas. Após o período de incubação a bebida foi filtrada 

com o auxílio de filtro de nylon, separando a bebida fermentada dos grãos de kefir. A 

bebida e os grãos foram mantidos congelados (-18 ±1 ºC) até o momento da extração do 

DNA.  

  

Análise metataxonômica 
 

Para bactérias, a amplificação foi realizada com os primers 341F 

(CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QUIAN, 2009) e 806R 

(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) universais para a região V3/V4 do gene 16S rRNA, 

utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System (IlluminaInc., USA) (10). Foi 

utilizado o método de Diagnóstico Microbiológico Digital (DMD) que faz a identificação 

de microrganismos por sequenciamento de DNA. Para fungos, a amplificação foi gerada 

com primers para a região ITS1, primer, ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) 

(SCHMIDT et al., 2013) e primer, ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (11). As 

sequências de DNA obtidas foram comparadas com o banco de dados proprietário ou 

públicos (12) e Greengenes (13) contendo diversas sequências de DNA anteriormente 

caracterizadas.  



 
 

As sequências foram analisadas por meio de um pipeline proprietário de bioinformática 

(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Com isso, ao obter as sequências de 

DNA através do sequenciamento, fez-se uma filtragem da qualidade, tendo como base a 

soma das probabilidades de erro das bases, no qual é permitido no máximo 1% de erro 

acumulado e após isso, as sequências de DNA são removidas pelos adaptadores da 

Tecnologia Illumina. Assim que as sequencias são analisadas pelos procedimentos 

iniciais, caso tenha 100% de identidade, são agrupadas em filotipos/clusters e utilizadas 

na identificação taxonômica, através de comparações em banco de dados de sequências 

de 16S rRNA e ITS (NeoRef, Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).  

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As leituras relacionadas ao gene 16S rRNA dos grãos e da bebida fermentada 

foram atribuídas a dois filos bacterianos: Firmicutes e Proteobactérias. Em ambos os 

grãos e bebida fermentada, os filos dominantes foram Proteobacteria e Firmicutes. As 

proporções de Proteobacteria foram em geral maiores no grão (52,38%) do que na bebida 

fermentada (47,62%). As proporções de Firmicutes seguiram a mesma tendencia que as 

proporções obtidas nos filos de Proteobacteria, apresentando um valor de 59,12% para 

os grãos de kefir de água e 40,89% para a bebida após o processo de fermentação. 

Com relação as espécies, os resultados indicaram prevalência da espécie 

Zymomonas mobilis com abundância relativa de 94,31% nos grãos e 91,68% na bebida 

fermentada (Figura 1). Este resultado corrobora com o estudo realizado por Marsh et al. 

(14) onde o gênero Zymomonas foi dominante em todos os grãos e bebidas fermentadas 

avaliados, com proporções consistentemente maiores nos grãos. Zymomonas é 

tradicionalmente considerado um microrganismo associado à fermentação e faz parte da 

população microbiana de várias bebidas fermentadas de plantas em regiões tropicais da 

América, África e Ásia. Foi isolado do pulque mexicano, de uma bebida fermentada feita 

de seiva de agave que se assemelha ao kefir de água (15). 

 

Figura 1. Abundância relativa de espécies bacterianas em grãos de kefir de água e em 

bebida fermentada por esses grãos. 
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Outras espécies em menor abundância também foram identificadas, como por 

exemplo as espécies Sporolactobacillus spathodeae (3,00% no grão e 5,42% na bebida 

fermentada), Liquorilactobacillus satsumensis (1,47% no grão e 0,62% na bebida 

fermentada), Lactobacillus sp. (0,57% no grão e 0,77% na bebida fermentada), 

Lentilactobacillus hilgardii (0,46% no grão e 0,16% na bebida fermentada) e Oenococcus 

kitaharae (0,19% no grão e 0,35% na bebida fermentada). Lactobacillus hilgardii é uma 

bactéria ácido lática heterofermentativa obrigatória que é encontrada principalmente em 

fermentações de cacau e vinho. Esta espécie bacteriana é conhecida por ser a principal 

produtora de exopolissacarídeo (EPS) no ecossistema de kefir de água (16, 17, 18). 

Com relação a diversidade fúngica, todas as leituras foram atribuídas ao filo 

Ascomycota. Em nível de família, Saccharomycetaceae, Pichiacea e Phaffomycetaceae 

foram detectadas tanto nos grãos quanto na bebida fermentada. Cinco diferentes gêneros 

foram identificados tanto nos grãos quanto na bebida fermentada sendo estes 

representados por Lachancea, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora e 

Wickerhamomycesi. 

A abundância relativa para composição fúngica é aqui representada pela espécie 

Lachancea fermentati com 95,54% de predominância nos grãos e 67,53% de 

predominância na bebida fermentada (Figura 2.). Esta espécie era anteriormente 

conhecida como Zygosaccharomyces fermentati (19) e foi detectada em kefir de água 

anteriormente (20).  

 

Figura 2. Abundância relativa de espécies fúngicas em grãos de kefir de água e em bebida 

fermentada por esses grãos. 

 

Espécies fúngicas com menor representação também foram identificadas como 

por exemplo as espécies Wickerhamomyces anomalus (3,00% no grão e 26,77% na bebida 
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fermentada), Saccharomycetes sp. (0,66% no grão e 0,60% na bebida fermentada), 

Saccharomyces cerevisiae (0,55% no grão e 4,03% na bebida fermentada), Torulaspora 

delbrueckii (0,14% no grão e 0,33% na bebida fermentada) e Candida californica (0,11% 

no grão e 0,73% na bebida fermentada). 

 

CONCLUSÃO 

 

Através da análise metataxonômica é possível estabelecer que a população 

bacteriana de das amostras de grãos de kefir de água e da bebida fermentada por esses 

grãos de água consiste em uma população dominante de Zymomonas com bactérias do 

ácido láticas (Lentilactobacillus, Liquorilactobacillus e Leuconostoc) e bactérias do ácido 

acético (Acetobacter e Gluconacetobacter). Os resultados revelam ainda que a 

composição fungica das amostras de kefir de água e dos grãos é composto essencialmente 

pela espécie Lachancea fermentati. 
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