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Resumo 
Foram analisadas oito amostras de kefir produzidos artesanalmente na região 
noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras coletadas foram 
cultivadas em laboratório e de cada amostra foram realizadas contagens de bactérias 
ácido-láticas e isoladas cinco colônias. Posteriormente foram realizados testes 
fenotípicos de morfologia, coloração de Gram e catalase. Os isolados que 
apresentaram características de bactérias ácido-láticas foram submetidas aos testes 
de atividade antagônica frente a bactérias patogênicas, resistência a sais biliares e 
condições de pH ácido.  Com a realização deste trabalho, foi possível observar que o 
kefir artesanal cultivado e consumido na região de estudo tem características 
semelhantes entre as diferentes amostras, onde os isolados apresentaram um 
incipiente potencial probiótico. No entanto, sugerem-se mais estudos, especialmente 
em relação ao comportamento microbiológico para avaliar detalhadamente parâmetros 
que classifique esse alimento como funcional. 
 
Palavras-Chave: Antagonismo, legislação, probiótico, resistência a pH ácido, 
resistência a sais biliares. 
 
 
1. Introdução 
 
Nas últimas décadas, as exigências dos consumidores de alimentos mudaram 
consideravelmente. Os consumidores acreditam cada vez mais que os alimentos 
contribuem diretamente para a sua saúde [1, 2]. Alimentos hoje não se destinam 
apenas em satisfazer a fome e fornecer os nutrientes necessários aos seres humanos, 
mas também, para prevenir doenças relacionadas à nutrição e melhorar o físico e o 
bem-estar mental dos consumidores [3, 4, 5]. Desta forma, os alimentos funcionais 
desempenham um papel importante no aumento da procura destes produtos devido ao 
aumento do custo dos cuidados de saúde, o aumento constante da expectativa de vida 
e do desejo das pessoas com idade mais avançada de melhorar sua qualidade de vida 
[6, 7, 8]. Apesar dos benefícios a saúde devido à ingestão de alguns alimentos já ser 
conhecido há muito tempo, os estudos sobre esses alimentos, denominados de 
funcionais, é recente. 
 
O kefir é um produto lácteo com característica única, em virtude da combinação do 
ácido láctico e fermentação alcoólica da lactose no leite. É produzido pela atividade 
microbiana simbiótica dos grãos de kefir que têm um equilíbrio relativamente estável e 
específico de bactérias do ácido láctico e leveduras [9, 10]. O leite é fermentado com 
uma microbiota mista confinada a uma matriz de grãos de kefir descontínuos, que são 
recuperados depois da fermentação [11]. 
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Diversos autores têm relatado os benefícios que esse produto apresenta, dentre eles: 
redução dos efeitos de intolerância à lactose, imunomodulação, proteção contra 
microrganismos patogênicos, balanço da microbiota intestinal, atividade 
anticarcinogênica, regeneração hepática, entre outros. Da mesma forma, é constatado 
que até os dias de hoje o consumo do kefir na sua forma microbiana clássica, não 
demonstrou características patogênicas e foi capaz de suprimir o crescimento de 
alguns patógenos como Salmonella e Shigella [12, 13]. 

 
O kefir ainda hoje é utilizado no Brasil como um produto da medicina popular, tendo 
hoje diversos efeitos probióticos relacionados à sua utilização. As características do 
produto dependem do tipo de substrato (leite) utilizado, do processo de produção e da 
composição de microrganismos presente nos grãos [14]. No entanto, o kefir, como 
bebida fermentada, tem divulgação recente no Brasil, em 2018 começou sua 
comercialização, até então, sua fabricação e consumo eram exclusivamente 
artesanais, sendo obtido pela fermentação do grão em leite ou em água adicionada de 
açúcar mascavo.  
 
A maioria das pessoas em nosso país desconhece o produto, bem como os possíveis 
benefícios da inclusão deste alimento probiótico na dieta [14, 15]. Existe legislação 
específica para o kefir, o Artigo 386 do Decreto nº 9.013, de março de 2017 (RIISPOA) 
define leites fermentados, o que inclui o kefir, como produtos lácteos ou produtos 
lácteos compostos obtidos por meio da coagulação e da diminuição do pH do leite ou 
do leite reconstituído por meio da fermentação láctea, mediante ação de cultivos de 
microrganismos específicos, com adição ou não de outros produtos lácteos ou de 
substâncias alimentícias, sendo considerados leites fermentados o iogurte, o leite 
fermentado ou cultivado, o leite acidófilo ou acidofilado, o kumys, o kefir e a coalhada 
[16].  
 
A Instrução Normativa nº 46, de 23 de outubro de 2007 estabelece a definição de kefir 
como o leite fermentado cuja fermentação se realiza com cultivos acido-lácticos 
elaborados com grãos de Kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos gêneros Leuconostoc, 
Lactococcus e Acetobacter com produção de ácido láctico, etanol e dióxido de 
carbono. Os grãos de Kefir são constituídos por leveduras fermentadoras de lactose 
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras não fermentadoras de lactose 
(Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus), 
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp thermophilus 
[17]. 
 
Algumas empresas já comercializam a cultura starters liofilizadas de kefir contendo 
bactérias ácido-láticas (BALs) como Lactococcus lasctis subsp., Leuconostoc sp., 
Lactobacillus sp., Streptococcus thermophillus, microflora de grãos de kefir e leveduras 
[18]. 
 
As BALs são encontradas em abundância no kefir e constituem sua microbiota natural. 
Trata-se de um grupo de microrganismos Gram-positivos comumente utilizados na 
indústria de laticínios na elaboração de produtos lácteos fermentados, como queijos e 
iogurtes [19, 20]. Produzem um grande número de enzimas glicolíticas, proteolíticas e 
lipolíticas, transformando os nutrientes do meio em compostos com propriedades 
sensoriais complexas, os quais modificam gradativamente a textura e o aroma dos 
alimentos fermentados [21, 22, 23]. 
 
Atividades antagônicas de cepas probióticas são essenciais para prevenir a infecção 
ou invasão de bactérias patogênicas. As cepas do gênero Bacillus, por exemplo, são 
conhecidas por produzir uma ampla gama de substâncias antimicrobianas, incluindo 
antibióticos peptídicos e lipopeptídicos [24, 25]. É reconhecido o papel da alimentação 
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na promoção da saúde e proteção contra doenças. A comunidade científica já 
reconhece que os efeitos da alimentação inadequada em etapas precoces da vida 
podem acarretar consequências na saúde na vida adulta [26, 27].  
 
Desta forma, este trabalho tem como objetivos estudar as características do kefir 
produzido na região Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, a fim de estabelecer 
uma identidade inicial da “house flora” dos grãos de kefir, avaliando seu potencial 
probiótico, através de teste de antagonismo frente a bactérias patogênicas e testes de 
resistência a condições ácidas e sais biliares, para selecionar cepas que servirão de 
starter na elaboração de produtos lácteos funcionais. 
 
2. Materiais e Métodos 
 

2.1. Matérias-primas  
 
Foram coletadas oito amostras de kefir, oriundas de produção caseira da região 
noroeste do estado do Rio Grande do Sul. 
 
Fabricação do leite fermentado: 
 
A fabricação dos leites fermentados foi feita no laboratório de microbiologia do IF 
Farroupilha – Câmpus Santo Augusto. Para a fabricação dos mesmos, utilizou-se leite 
integral UHT (Santa Clara®) a temperatura ambiente (25±2 ºC). Em ambiente 
asséptico o leite foi transferido para oito shots e, inoculou-se assepticamente os grãos 
das amostras de kefir na proporção de 10% do volume de leite. Em seguida, as 
amostras (leite + grãos de kefir) foram incubadas em estufa a 27 °C em over night 
(aproximadamente 12 horas), até pH 4,5, monitorando através de medida em 
potenciômetro digital de hora em hora, após as 8 primeiras horas de fermentação. 
 
2.1.1. Determinação da atividade antagonista das BALs frente a microrganismos 
patogênicos 
 
A partir dos 8 isolados de bactérias láticas foram coletadas cinco colônias 
aleatoriamente totalizando quarenta alíquotas, estas foram purificadas em ágar MRS 
(Oxoid®) e avaliadas quanto à morfologia, coloração de Gram e catalase. 
Posteriormente, os isolados identificados como Gram positivos e catalase negativa, 
foram transferidos para caldo MRS (Oxoid®), onde foram cultivadas por 18 – 24h e, 
ainda com a cultura fresca, foi realizada a determinação da atividade antagonista [28].  
 
A atividade antagonista foi testada frente a linhagens de referência Gram positivas: 
Listeria monocytogenes ATCC 7466 e Staphylococcus aureus ATCC 1901, bem como 
Gram negativas: E. coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC 13076 e 
Salmonella enteritidis ATCC 13076. 
 
O teste de antagonismo e a leitura dos halos de inibição foram realizados de acordo 
com o teste da gota (spot-on-the-lawn) proposto por Jacobsenet al. [29]. Uma alíquota 
de 5 μL de cada cultivo, em caldo MRS (Oxoid®), foi inoculada, em forma de gotas, 
em placas contendo ágar MRS (Oxoid®). Após a absorção das gotas, as placas foram 
incubadas a 35 ºC em jarra de anaerobiose por 24 h. Decorrido este período, cada 
placa recebeu uma sobrecamada de 10 mL de ágar BHI (Oxoid®) semi-sólido (0,8%) 
contendo aproximadamente 106 UFC/mL da cultura de referência previamente 
cultivada em caldo BHI (Oxoid®) por 24 h. Após a solidificação do meio, as placas 
foram incubadas, em aerobiose, a 35 ºC por 24 h. O resultado positivo para atividade 
antagonista em relação à cultura de referência e controle positivo foi determinado pela 
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formação de halo de inibição. O diâmetro dos halos foi medido utilizando um 
paquímetro digital 200 MM-8” (Marca Marberg® – China). 
 
2.1.2. Resistência a condições ácidas e sais biliares 
 
A resistência dos isolados sob diferentes condições ácidas foi utilizada como critério 
de seleção dos isolados mais resistentes para realização sequencial dos demais 
experimentos, já que inicialmente as BALs probióticas devem resistir às condições 
ácidas estomacais. Ressalta-se que esta é uma condição essencial quando os micro-
organismos não são protegidos por meio de encapsulação. Assim, a resistência dos 
isolados foi avaliada em caldo MRS (pH 6,5) (Oxoid®) ajustado a pH 2 e 2,5 com HCl 
concentrado e, ainda, a pH 2,5 + pepsina (Sigma®) (3 mg/mL). 
 
A avaliação da tolerância bacteriana a sais biliares foi realizada em caldo MRS 
(Oxoid®) suplementado com bile bovina (Sigma®) a 0,3% e 1,0% (m/v). Após 
preparação dos caldos, conforme tratamentos mencionados anteriormente, culturas de 
24 h com concentração final entre 106 e 107 UFC/mL foram inoculadas. A 
sobrevivência sob diferentes condições foi avaliada por contagem em placas com 
limite de detecção de 1,7 log10 UFC/mL, ambas as avaliações seguiram o protocolo de 
Perelmuter et al. [30]. O percentual de sobrevivência dos isolados frente às diferentes 
condições ácidas e aos sais biliares foi calculado com base nas contagens de células 
viáveis iniciais, anterior ao período de incubação. 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Isolamento 
 
Foram selecionadas e purificadas 40 colônias características de BALs das placas de 
ágar MRS utilizadas para o isolamento. Destas, 100% sobreviveram e foram 
submetidas à caracterização morfológica e teste da catalase. Observou-se, então, que 
todos os isolados apresentaram morfologia de cocobacilo, Gram positivos e catalase 
negativos. 
 
Segundo Moraes et al. [31], a população microbiana de cada produto lácteo varia de 
acordo com a região geográfica onde este é produzido, podendo ser atribuídas 
variações em razão do leite utilizado, do clima predominante e dos métodos 
empregados no processamento. Sabe-se que a microbiota nativa encontrada em 
produtos provenientes de fermentação natural de alimentos de origem animal é 
bastante diversificada.  

 
3.1.1.Determinação da atividade antagonista das BALs frente a microrganismos 
patogênicos 

 
Foram testados cinco isolados de cada amostra, conforme Tabela 1, onde foi possível 
observar a formação de halos de inibição em todos os isolados. Os resultados 
demonstram que a sensibilidade às substâncias produzidas pelas bactérias lácticas e 
liberadas no meio extracelular varia de acordo com o patógeno e com o isolado do 
kefir. Muitas espécies de BALs são capazes de produzir uma variedade de compostos 
antimicrobianos, como ácidos orgânicos, dióxido de carbono, etanol, polissacarídeos e 
bacteriocinas que apresentam potencial no controle de patógenos e bactérias de 
deterioração durante a produção e armazenamento dos alimentos [32]. 
 
A ação antagonista de BALs nativas já foi descrita por diversos autores [33, 34, 35, 36, 
37], principalmente em relação a patógenos Gram positivos. A presença da dupla 
camada lipídica (membrana externa) de bactérias Gram negativas impede a interação 
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das substâncias antagonistas específicas, como bacteriocinas, com a parede e a 
membrana plasmática. Porém, outros trabalhos demonstram a existência de BALs 
nativas com potencial antagônico também contra patógenos Gram negativos [35, 38]. 
 
As médias dos halos de inibição observadas frente ao Clostridium sp., Salmonella 
typhimurium, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus 
foram, respectivamente 19,76 mm, 26,38 mm, 25,60 mm, 19,57 mm e 20,67 mm. A 
diferença nas medidas dos halos de inibição dos isolados é sugestiva de que os micro-
organismos pertencem a diferentes espécies ou linhagens, onde houve variação 
inclusive em cepas isoladas da mesma amostra de leite fermentado. 
 
Em estudos similares, Santos et al. [39], trabalhando com microrganismos de grãos de 
kefir, isolaram Lactobacillus com atividade antimicrobiana contra E. coli, L. 
monocytogenes, S. typhimurium e S. enteritidis observaram maiores halos de inibição 
contra L. monocytogenes. Já Dias [40], em estudo similar obteve maiores halos de 
inibição contra Salmonella enteriditis, enquanto no presente estudo foi observado 
maiores halos de inibição das cepas de BALs isoladas frente à bactéria Salmonella 
typhimurium, o que pode ser justificado pela ampla diversidade dessas bactérias, que 
se diferenciam pelo modo de cultivo, origem geográfica, entre outros fatores. 

 
3.1.2. Resistência a condições ácidas e sais biliares 

 
Para a triagem inicial de potenciais bactérias probióticas, testes in vitro são 
recomendados pela FAO/WHO [41].  
 
As bactérias probióticas fornecidas por meio de sistemas alimentares devem primeiro 
sobreviver durante a passagem pelo trato gastrintestinal para, então, persistirem no 
intestino e promover efeitos benéficos ao hospedeiro. Para isso, devem apresentar 
como critérios funcionais: tolerância à acidez e a sais biliares e capacidade de adesão 
à mucosa intestinal. Adicionalmente, atividade antagonista é outro requisito 
fundamental para a sobrevivência no intestino [42, 43, 44]. 

 
3.1.3. Tolerância ao pH ácido 
 
Antes das culturas probióticas serem capazes de exercer efeito no intestino, devem 
permanecer vivas durante a ingestão em ambientes agressivos do trato gastrintestinal, 
que inclui condições ácidas do estômago. A sobrevivência dos microrganismos no 
suco gástrico depende de sua capacidade de tolerar pH ácido. Nas Figuras que 
seguem (1, 2, 3, 4 e 5) estão apresentados o comportamento somente dos isolados 
que suportaram os tratamentos frente aos diferentes tempos e pHs. 

 
 

Cepa Clostridium 
sp. 

Salmonella 
typhimurium 

Salmonella 
enteritidis 

Listeria 
monocytogenes 

Staphylococcus 
aureus 

KO1A 18,72±0,51 22,19±0,03 19,85±0,14 13,07 ±0,00 26,73 ±0,12 
KO1B 25,25±0,71 27,09±0,23 17,76±0,28 13,00 ±0,50 16,32 ±0,45 
KO1C 27,11±0,21 25,28±0,31 19,46±0,04 12,81 ±0,20 22,72 ±0,54 
KO1D 25,02±0,92 32,20±0,01 16,54±0,63 14,22 ±0,10 26,52 ±0,78 
KO1E 24,66±0,25 20,51±0,98 13,86±0,35 13,96 ±0,10 23,95 ±0,08 
KO2A 15,73±0,20 24,24±0,57 34,84±0,09 22,15 ±0,47 24,48 ±0,36 
KO2B 17,12±0,01 32,43±0,51 33,03±0,73 21,47 ±0,25 22,61 ±0,11 
KO2C 16,21±0,72 30,88±0,62 33,52±0,56 19,82 ±0,90 23,12 ±0,01 
KO2D 14,12±0,02 15,20±0,05 27,25±0,53 16,76 ±0,15 21,80 ±0,14 
KO2E 11,90±0,04 27,40±0,78 34,01±0,65 17,19 ±0,53 19,85 ±0,28 
KO3A 21,79±0,20 30,77±0,05 25,25±0,11 27,84 ±0,15 19,67 ±0,28 



Produtos Lácteos: Desenvolvimento & Tecnologia                                                                                     58 
 

KO3B 18,12±0,83 33,01±0,18 33,57±0,48 28,98 ±0,26 29,32 ±0,62 
KO3C 23,26±0,36 34,45±0,55 30,94±0,31 28,42 ±0,71 14,45 ±0,39 
KO3D 27,67±0,32 37,70±0,42 32,55±0,67 32,95 ±0,13 16,82 ±0,85 
KO3E 23,36±0,25 34,73±0,74 37,25±0,14 25,89 ±0,32 13,13 ±0,86 
KN1A 20,13±0,32 34,74±0,56 24,57±0,83 20,13 ±0,14 12,47 ±0,75 
KN1B 24,54±0,61 36,72±0,49 26,40±0,38 24,54 ±0,65 23,30 ±0,31 
KN1C 23,32±0,62 24,02±0,17 28,02±0,04 23,32 ±0,96 21,59 ±0,93 
KN1D 14,61±0,14 32,49±0,52 25,11±0,13 14,61 ±0,56 17,34 ±0,69 
KN1E 15,32±0,26 37,37±0,51 22,03±0,80 18,41 ±0,94 23,11 ±0,84 
KN2A 19,01±0,51 27,24±0,65 28,52±0,59 19,53 ±0,46 27,71 ±0,35 
KN2B 16,06±0,19 24,19±0,57 30,14±0,12 24,54 ±0,65 28,34 ±0,28 
KN2C 16,48±0,23 18,14±0,25 27,92±0,44 16,39 ±0,86 24,98 ±0,67 
KN2D 15,56±0,02 19,14±0,57 29,65±0,13 15,12 ±0,05 20,70 ±0,13 
KN2E 16,34±0,05 25,29±0,73 32,67±0,66 15,86 ±0,14 17,01 ±0,38 
KN3A 21,45±0,98 23,90±0,81 21,45±0,98 18,83 ±0,20 17,21 ±0,34 
KN3B 18,06±0,27 24,27±0,24 22,67±0,35 22,06 ±0,28 17,10 ±0,08 
KN3C 17,85±0,85 24,80±0,40 21,56±0,14 21,16 ±0,02 14,72 ±0,39 
KN3D 21,20±0,25 23,53±0,08 21,20±0,25 20,40 ±0,29 18,41 ±0,79 
KN3E 21,45±0,09 20,18±0,08 21,76±0,40 15,47 ±0,20 19,10 ±0,17 
KD1A 16,04±0,91 13,36±0,17 26,92±0,82 21,08 ±0,71 21,97 ±0,23 
KD1B 14,52±0,13 14,07±0,14 29,85±0,09 20,74 ±0,23 10,67 ±0,26 
KD1C 15,46±0,49 13,83 ±0,14 18,69±0,55 21,69 ±0,05 14,88 ±0,19 
KD1D 15,11±0,26 16,40 ±0,84 25,58±0,80 21,17 ±0,37 15,39 ±0,83 
KD1E 15,23±0,25 16,38 ±0,14 14,40±0,24 22,52 ±0,07 13,60 ±0,01 
KD2A 27,76±0,53 31,30 ±0,73 31,59±0,89 15,29 ±0,81 29,61 ±0,04 
KD2B 23,80±0,00 34,22 ±0,92 30,51±0,18 14,15 ±0,04 17,93 ±0,89 
KD2C 26,51±0,57 30,64 ±0,56 18,04±0,33 15,05 ±0,21 28,61 ±0,52 
KD2D 19,77±0,47 32,23 ±0,93 16,71±0,68 16,24 ±0,03 27,31 ±0,02 
KD2E 24,96±0,52 28,82 ±0,43 18,19±0,73 15,78 ±0,52 29,00 ±0,15 
Valores expressos como médias e desvio padrão de triplicatas. 
Tabela 1. Atividade antagonista de BALs nativas de kefir de produção artesanal da 
região Noroeste do RS, frente a patógenos de referência, com base na medida dos 
halos de inibição (mm). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina. 
Figura 1. Comportamento dos isolados de BALs frente a condições ácidas no tempo 
zero (sem incubação). 
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Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina. 
Figura 2. Comportamento dos isolados de BALs frente a condições ácidas no tempo 
um (após uma hora de incubação). 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Controle: amostra sem tratamento. 
pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina. 
Figura 3. Comportamento dos isolados de BALs frente a condições ácidas no tempo 
dois (após duas horas de incubação). 
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Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina. 
Figura 4. Comportamento dos isolados de BALs frente a condições ácidas no tempo 
três (após três horas de incubação). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Controle: amostra sem tratamento. pH 2,5 + p: tratamento com pH 2,5 e enzima pepsina. 
Figura 5. Comportamento dos isolados de BALs frente a condições ácidas no tempo 
quatro (após quatro horas de incubação). 
 
Conforme as Figuras 1, 2, 3, 4 e 5, é possível observar que parte dos isolados 
avaliados apresentaram comportamento similar nos tratamentos, onde 4 deles 
resistiram em até 4 horas de exposição aos diferentes pHs ácidos. Isso indica que os 
isolados avaliados, foram capazes de suportar condições ácidas, o que é uma 
importante característica probiótica. 
 
De acordo com Charteris et al. [45], o percentual de redução inferior a 30% da 
população inicial, torna-se condição essencial para classificação de um microrganismo 
como resistente às condições de estresse estomacal. Redondo [46], investigando 
características probióticas in vitro de E. faecium CRL 183, encontrou perda de 
viabilidade, deste isolado, de aproximadamente 20% ao final das 3 horas, similarmente 
ao comportamento obtido pelos isolados desse estudo. 
 
A Tabela 2 apresenta a porcentagem de sobrevivência de 27 isolados que 
apresentaram-se mais viáveis ao longo dos testes. De acordo com os dados 
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apresentados pode-se observar que houve maior taxa de sobrevivência nos pHs 2,5 e 
2,5 com pepsina, onde de um total de 27 isolados, 44% sobreviveram em pH 2,5 e 
40% em pH 2,5 com pepsina. Dados similares foram encontrados por Carasi et al. 
[47], onde ao submeterem seis isolados de bactérias ácido-láticas de kefir obtiveram 
50% de sobrevivência nas mesmas condições de pH. Santos et al. [39] ao 
submeterem isolados de bactérias ácido-láticas de kefir ao pH 2,5 observaram que 
houve sobrevivência dos mesmos, porém sem apresentarem crescimento. Já Zatini et 
al. [48] ao aplicarem a mesma avaliação em 52 isolados de bactérias ácido-láticas de 
kefir em pH 2,5, obtiveram apenas 19% de sobrevivência dos mesmos. 
 
3.1.4. Tolerância a sais biliares 

 
Outra barreira que as bactérias probióticas devem transpor no organismo é a bile 
presente no intestino delgado, no qual o tempo de trânsito do alimento é geralmente 
entre 1 a 4 horas. Os sais biliares são os principais componentes da bile, capazes de 
desorganizar a estrutura de membranas celulares e, dessa forma, tóxicos às células 
vivas [49]. Na Tabela 4 é possível observar a tolerância dos isolados de BALs frente à 
bile bovina a 0,3% e 1,0%, após uma e quatro horas de incubação. 
 
De acordo com os dados obtidos, verifica-se que os isolados avaliados quanto à 
resistência aos sais biliares obtiveram comportamento semelhante entre si, em relação 
à capacidade de sobrevivência a essas condições nos tempos avaliados. Estes 
resultados são promissores e demonstram o potencial de tais isolados serem 
utilizados como probióticos, já que a concentração de sais biliares entre 0,15% e 0,3% 
tem sido recomendada para a avaliação in vitro da passagem pelo intestino delgado 
[43, 50]. 
 
Na Tabela 3, é possível observar a contagem das BALs de 27 isolados selecionados 
frente aos diferentes tratamentos com bile bovina, onde apenas o isolado KN2D não 
sobreviveu aos tratamentos. No tratamento com bile a 0,3%, 48% do isolados, além de 
resistirem a essa condição, ainda apresentaram crescimento. Já no tratamento com 
1% de bile bovina, 30% dos isolados apresentaram crescimento. Destaca-se o isolado 
KN2B que apresentou crescimento nos dois tratamentos, o que indica uma grande 
resistência a essas condições. Carasi et al. [47] ao submeterem 52 isolados de 
bactérias ácido-láticas de kefir ao teste de resistência à condições biliares, observaram 
79% de sobrevivência das mesmas, resultado muito semelhante à Santos et al. [39], 
onde obtiveram 80% de sobrevivência ao submeterem 58 isolados de bactérias ácido-
láticas de kefir aos mesmos tratamentos.  
 

Isolado Controle  pH 2,0   pH 2,5   pH 2,5 + pepsina    
  log/UFC log/UFC %ST log/UFC %ST log/UFC %ST 
KO1A 4,87 0 0,00 3,83 78,64 0 0,00 
KO1B 4,88 4,1 84,02 3,53 72,34 0 0,00 
KO1C 4,53 4,1 90,51 3,53 77,92 0 0,00 
KO3A 4,95 0 0,00 0 0,00 0,74 14,94 
KO3C 4,7 0,71 15,11 2,23 47,45 0 0,00 
KO3E 4,74 0 0,00 3,39 71,52 3,65 77,00 
KN1A 4,57 0,67 14,66 3,54 77,46 3,64 79,64 
KN1B 3,95 0 0,00 0 0,00 3,02 76,45 
KN1C 4,4 1,91 43,41 2,43 55,23 0,74 16,81 
KN2A 4,39 0 0,00 0 0,00 2,28 51,93 
KN2B 4,42 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
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KN2C 4,37 0 0,00 1,85 42,33 0,81 18,54 
KN2D 4,18 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KN2E 4,41 0 0,00 0 0,00 0,67 15,19 
KN3B 4,35 0 0,00 3,39 77,93 0,84 19,31 
KN3C 4,39 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KN3D 4,34 0 0,00 0 0,00 1,19 27,42 
KN3 E 4,4 0 0,00 3,38 76,82 0 0,00 
KD1A 4,35 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KD1B 4,48 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KD1C 4,32 0 0,00 0 0,00 0,81 18,75 
KD1D 4,69 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KD1E 4,23 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KD2A 4,25 0 0,00 0 0,00 0 0,00 
KD2B 4,85 1,3 0,00 0 0,00 1,95 40,21 
KD2C 4,64 0,77 26,80 3,01 64,87 3,62 78,02 
KD2E 4,68 0 0,00 0 64,32 0 0,00 

Tabela 2. Avaliação da sobrevivência total (%ST) de BALs frente a diferentes pHs, 
com base na contagem de células viáveis, após quatro horas de incubação. 
 

Amostras Tempo Bile 0,3% 
log10 UFC/mL 

Bile 1,0% 
log10 UFC/mL 

Amostras Tempo Bile 0,3%  
log10 UFC/mL 

Bile 1,0% 
log10UFC/mL 

KO1 A T0 3,04b Inc.a KO1 A T4 5,43b 3,20a 

KO1 B T0 3,15b Inc.a KO1 B  T4 3,88cd 3,64a 
KO1 C T0 3,23b 3,98ef KO1 C  T4 3,93bcd 3,53 a 
KO1 D T0 3,91b Inc.a KO1 D  T4 3,92bcd 3,52 a 
KO1 E  T0 3,97b Inc.a KO1 E  T4 Inc.a 4,22a 
KO2 D T0 4,16b 2,10g KO2 D T4 3,65cd 3,50a 
KO3 A T0 4,95b 4,60bcdef KO3 A T4 4,79bc 3,32a 
KO3 B T0 2,44b 4,84 bcde KO3 B T4 4,27bcd 4,16a 
KO3 C T0 3,59 b 4,80 bcdef KO3 C T4 4,27bcd 4,25a 
KO3 D T0 5,05 b 5,00 bcde KO3 D T4 4,50bcd 0,00b 
KO3 E T0 4,74 b 4,80 bcdef KO3 E T4 4,27bcd 4,02a 
KN1 A T0 4,24 b 5,01 bcde KN1 A T4 3,16d 3,95a 
KN1 B T0 3,95b 5,97b KN1 B T4 Inc.a 3,24a 
KN1 C T0 4,40b 5,57bcd KN1 C T4 3,85cd 4,10a 
KN1 D T0 4,02 b 5,12 bcde KN1 D T4 3,90cd 0,00b 
KN1 E T0 3,48b 0,52h KN1 E T4 Inc.a 4,62a 
KN2 A T0 3,67b Inc.a KN2 A T4 3,89cd 4,16a 
KN2 B T0 3,67b Inc.a KN2 B T4 Inc.a 4,63 a 
KN2 C T0 3,71b Inc.a KN2 C T4 Inc.a 3,52 a 
KN2 D T0 3,57b 0,00h KN2 D T4 0,00e 0,00b 
KN2 E T0 4,32b 5,17bcde KN2 E T4 Inc.a 3,89a 
KN3 A T0 Inc.a Inc.a KN3 A T4 4,21bcd 3,67a 
KN3 B T0 4,40b 4,67bcdef KN3 B T4 4,37bcd 3,04a 
KN3 C T0 4,58b 5,45bcde KN3 C T4 3,73cd 2,97a 
KN3 D T0 4,03b 5,53bcd KN3 D T4 4,01bcd 2,69a 
KN3 E T0 3,45b 5,31bcde KN3 E T4 3,98bcd 3,47a 
KD1 A T0 4,25b 4,98bcde KD1 A T4 4,11bcd 3,53 a 
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KD1 B T0 4,49b 5,20bcde KD1 B T4 5,10bc 3,69a 
KD1 C T0 3,82b 5,23bc KD1 C T4 4,19bcd 3,24a 
KD1 D T0 5,00b 5,67fg KD1 D T4 3,82cd 3,21a 
KD1 E T0 5,04b 3,31fg KD1 E T4 4,28bcd 3,89a 
KD2 A T0 5,02b 4,36cdef KD2 A T4 4,65bcd 3,75a 
KD2 B T0 4,32b 4,08def KD2 B T4 Inc.a 4,37a 
KD2 C T0 4,52b 4,14def KD2 C T4 Inc.a 4,21a 
KD2 D T0 Inc.a 5,00bcde KD2 D T4 Inc.a 4,00a 
KD2 E T0 3,84b 4,53bcdef KD2 E T4 Inc.a 4,41a 

Valores de contagem de células viáveis expressos como médias de triplicatas (log10UFC/mL). 
Médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de 
Tukey a 5% de significância.  
Tabela 3. Contagem de BALs nos tempos 1 (após 1 hora de incubação) e 4 (após 
quatro horas de incubação), sob exposição a sais biliares. 
 

Isolado Controle  Bile bovina 0,3%   Bile bovina 1%   
  log/UFC log/UFC %ST log/UFC %ST 

KO1A 4,87 5,43 ˃100 3,2 65,71 

KO1B 4,88 3,88 79,51 3,64 74,59 

KO1C 4,53 3,93 86,75 3,53 77,92 

KO3A 4,95 4,79 96,77 3,32 67,07 

KO3C 4,7 4,27 90,85 4,25 90,43 

KO3E 4,74 4,27 90,08 4,02 84,81 

KN1A 4,57 3,16 69,15 3,95 86,43 

KN1B 3,95 Inc. ˃100 3,24 82,03 

KN1C 4,4 3,85 ˃100 4,1 93,18 

KN2A 4,39 3,89 87,50 4,16 94,76 

KN2B 4,42 Inc. ˃100 4,63 ˃100 

KN2C 4,37 Inc. ˃100 3,52 80,55 

KN2D 4,18 3,57 85,40 0 0,00 

KN2E 4,41 Inc. ˃100 3,89 88,21 

KN3B 4,35 4,37 ˃100 3,04 69,89 

KN3C 4,39 3,73 ˃100 2,97 67,65 

KN3D 4,34 4,01 84,97 2,69 61,98 

KN3 E 4,4 3,98 92,40 3,47 78,86 

KD1A 4,35 4,11 90,45 3,53 81,15 

KD1B 4,48 4,19 94,48 3,69 82,37 

KD1C 4,32 3,82 93,53 3,24 75,00 

KD1D 4,69 4,28 88,43 3,21 68,44 

KD1E 4,23 4,65 91,26 3,89 91,96 

KD2A 4,25 Inc. ˃100 3,75 88,24 

KD2B 4,85 Inc. ˃100 4,37 90,10 

KD2C 4,64 Inc. ˃100 4,21 90,73 

KD2E 4,68 Inc. ˃100 4,41 94,23 
Tabela 4. Avaliação da sobrevivência total (%ST) de BALs frente a diferentes 
concentrações de bile, com base na contagem de células viáveis, após quatro horas 
de incubação. 
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4. Conclusões 
 
Os isolados de bactérias ácido láticas avaliados nesse estudo apresentaram 
características fenotípicas idênticas, o que é um indicativo de que se trata de um 
mesmo grupo de microrganismos apresentando sobrevivência a condições extremas 
de estresse, como o sistema intestinal que tem como características o baixo pH e 
presença de sais biliares, além de apresentarem formação de halo de inibição frente a 
cepas de bactérias patogênicas, o que é uma importante potencialidade probiótica e 
torna esses isolados uma interessante fonte de estudos, para que posteriormente 
possam servir de cultura starter e serem introduzidos em produtos láteos. 
Dos 40 isolados incialmente, apenas 27 sobreviveram até o final das avaliações, no 
entanto, todos possuem a propriedade de formar halos de inibição frente aos 
patógenos testados. Dos 27 isolados, 48% resistiram até os testes finais, além de 
sobreviverem ao tratamento de 0,3% de bile bovina, ainda apresentaram crescimento 
nessa condição, bem como 30% cresceram no tratamento com 1% de bile bovina. Já 
para a condição de pH ácido os mesmos 27 isolados, apresentaram pouca resistência 
ao tratamento com pH 2,0, onde apenas 6 isolados sobreviveram, porém 44% 
sobreviveram aos tratamentos em pH 2,5 e 2,5 com pepsina. Vale ressaltar que os 
isolados que não apresentaram condições favoráveis de desenvolvimento em pH 
ácido, bem como os isolados que apresentaram atividade antagônica à bactérias 
patogênicas, porém não sobreviveram até o final das avaliações, não devem ser 
descartados como potenciais probióticos, visto que podem ser inseridos em alimentos 
através de técnicas de proteção, como a microencapsulação. Mais estudos são 
necessários para a verificação dessa potencialidade probiótica. 
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