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RESUMO 

 

OLIVEIRA, Thatiana Lopes de, Mestrado Profissional, Instituto Federal de Educação, 

Ciência e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, maio de 2018. Viabilidade de 

Microrganismos Presentes no Kefir Adicionado de Mel e Resistência às Condições 

Gastrointestinais Simuladas in vitro. Orientadora: Aurélia Dornelas de Oliveira Martins. 

Coorientadores: Eliane Maurício Furtado Martins e Maurilio Lopes Martins. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial prebiótico do mel na viabilidade de 

microrganismos presentes no kefir e avaliar sua resistência às condições gastrointestinais 

simuladas in vitro. Grãos de kefir (5%) foram inoculados no leite e preparadas quatro 

amostras (kefir puro e kefir com 1, 3 e 5% de mel). Após a inoculação e adição de mel, as 

amostras foram armazenadas em B.O.D. a 25ºC por 24h para fermentação e, posteriormente 

armazenadas por 21 dias a 8°C. As análises microbiológicas e físico-químicas foram 

realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias. A simulação das condições gastrointestinais in vitro 

foi feita com o kefir puro (KP) e com o kefir a 3% de mel (K3) nos tempos 0, 7 e 14 dias. 

Ambas amostras também foram utilizadas para análise sensorial nos tempos 0 e 7 dias. Em 

relação à qualidade microbiológica todas as amostras apresentaram conformidade com a 

legislação brasileira. Em relação à viabilidade de microrganismos em ágar MRS não houve 

diferença significativa (p<0,05) entre as amostras (KP e K3) e em relação ao tempo. As 

amostras não diferiram entre si (p>0,05) quanto aos parâmetros de pH e acidez. Em relação à 

simulação das condições gastrointestinais, observou-se que KP e K3 apresentaram diferença 

significativa (p<0,05) na viabilidade antes e após a simulação da bebida às condições 

gástricas. Como a porção diária mínima de microrganismos probióticos viáveis que devem ser 

ingeridos para efeitos terapêuticos é de 108 a 109 UFC.g-1, implica em um consumo de 100g 

diárias do produto contendo 106 UFC.g-1 ou mL. As amostras de KP e K3 tiveram a mesma 

aceitação sensorial (p>0,05) nos atributos avaliados. Concluiu-se que o mel não apresentou 

efeito prebiótico para os microrganismos do kefir, porém, os mesmos apresentaram resistência 

às condições gastrointestinais simuladas in vitro, sugerindo possível efeito probiótico. 

 

Palavras-chave: Bebida fermentada, bactéria lática, probiótico.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xi 
  

ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, Thatiana Lopes de, Professional Master, Instituto Federal de Educação, Ciência 

e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, May 2018. Viability of lactobacilli in kefir with 

honey and survival in vitro gastrointestinal conditions. Advisor: Aurélia Dornelas de 

Oliveira Martins. Co-advisors: Eliane Maurício Furtado Martins and Maurilio Lopes Martins. 

This work evaluated the prebiotic potential of honey in the viability of lactobacilli present in 

kefir and the resistance of the microorganisms contained in the product simulating 

gastrointestinal conditions in vitro. Kefir granules were inoculated in milk and four 

treatments were prepared (pure kefir and kefir with 1, 3 and 5 % of honey). After inoculation 

and honey addition, samples were kept in B.O.D. at 25 ºC for 24 h, for fermentation, and then 

were storage for 21 days at 8 °C. With respect to microbiological quality, all samples were in 

agreement with Brazilian legislation. In relation to viability of microorganisms and time in 

MRS agar there was no significant difference (p>0.05) between the samples (KP e K3). 

There was no significant difference (p>0.05) between all samples when pH and acidity were 

evaluated. With respect to gastrointestinal conditions, KP e K3 showed significant difference 

(p<0.05) in viability before and after simulation, however, they were in agreement with 

sensory acceptance (p>0.05) for the evaluated characteristics. Toward therapeutic effects, a 

portion (108 until 109 UFC.g-1) of feasible probiotic microorganisms must be ingested daily. 

In other words, 100 g of the prebiotic, with 106 UFC.g-1 or mL, must be consumed. This work 

shows that honey have no prebiotic effect for kefir microorganisms. However, probably there 

is a probiotic effect, because kefir microorganisms showed resistance for gastrointestinal 

conditions when a simulation were made in vitro.   

  

Key words: Fermented drink, lactic acid bacteria, probiotic. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Quefir ou kefir é um produto originário da Rússia, mais especificamente das 

montanhas do Cáucaso (LEITE et al., 2015; SANTOS et al., 2012). Caracteriza-se por ser 

uma bebida fermentada, apresentando diversos efeitos probióticos (MOREIRA et al., 2008). 

Seus grãos são constituídos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces 

marxianus), leveduras não fermentadoras de lactose (Saccharomyces cerevisae e 

Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e Streptococcus salivarius 

subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).  

 A presença de uma microbiota diversificada torna-se a principal característica do kefir. 

Os lactobacilos, lactococos, bactérias do ácido acético e leveduras presentes nos grãos são 

mantidos unidos pela matriz de polissacarídeos, proteínas e gorduras. As leveduras 

proporcionam características singulares ao produto tanto pelo aroma como pela síntese de 

vitaminas do complexo B e ainda pela produção de etanol e CO2, mesmo após refrigeração 

(COSTA; ROSA, 2016). 

 Segundo Leite et al. (2015), estudos in vitro e com animais, associam o consumo de 

kefir com benefícios à saúde como, melhora da intolerância à lactose, imunomodulação, 

inibição de microrganismos patogênicos e regulação da microbiota intestinal. 

 O cultivo do kefir pode ocorrer em diferentes substratos, como leite, suco de frutas ou 

açúcar mascavo (MOREIRA et al., 2008), além de outros alimentos como por exemplo o mel. 

 O mel é um oligossacarídeo, que exerce efeito prebiótico, estimulando o crescimento 

seletivo de bactérias desejáveis no intestino (MACEDO et al., 2008). Os oligossacarídeos, os 

fruto-oligossacarídeos, a inulina e oligofrutose apresentam grande relevância nutricional e 

tecnológica, propiciando aumento no teor de fibras dos produto, e exercendo atividade 

bifidogênica quando inseridos no alimento (COSTA et al., 2013). 

 Dentre os benefícios do mel, podem ser citados efeito na regulação do trânsito 

intestinal, regulação da pressão arterial, redução do risco de câncer e também redução dos 

níveis de colesterol (MACEDO et al., 2008). Outra funcionalidade do mel é o de agregar 

sabor, devido às características de doçura e sabor peculiares (MARIN et al., 2014). 

 Tendo em vista os benefícios que o kefir e o mel podem promover à saúde, há 

necessidade de estudos que tornem viável a combinação desses alimentos, além de verificar a 

viabilidade dos microrganismos presentes no kefir combinado com mel e a resistência destes à 

passagem pelo trato gastrointestinal, objeto de estudo deste trabalho.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Verificar o potencial prebiótico do mel na viabilidade de microrganismos presentes no 

kefir em ágar MRS e avaliar a resistência dos mesmos às condições gastrointestinais 

simuladas in vitro. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Desenvolver bebidas fermentadas de kefir com diferentes concentrações de mel; 

• Avaliar as características microbiológicas e físico-químicas dos produtos elaborados; 

• Determinar a contagem de microrganismos nos produtos antes e após a adição de mel; 

• Avaliar a aceitabilidade sensorial dos produtos; 

• Verificar por meio de ensaio in vitro, a viabilidade de microrganismos presentes no 

kefir após simulação das condições gastrointestinais. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Bactérias probióticas e colonização intestinal  

 

O termo probiótico, que significa para vida, designa bactérias que apresentam efeitos 

benéficos tanto para seres humanos como para animais. As primeiras observações acerca dos 

benefícios intestinais dos probióticos, foram atribuídos ao russo Eli Metchnikoff, com 

trabalhos realizados no Instituto Pasteur em 1907, que sugeriu a possibilidade de adoção de 

medidas capazes de substituir microrganismos intestinais nocivos por benéficos (FAO/WHO, 

2001). 

A definição de probióticos mais aceita internacionalmente é a adotada pela Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e pela World Health Organization 

(WHO) as quais os definem como microrganismos vivos que, administrados em quantidades 

adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). 

A legislação brasileira define que as bactérias aprovadas para utilização como 

probióticos são: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus 

rhamnosus, Lactobacillus defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis, 

Bifidobacterium animallis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Enterococcus 

faecium (BRASIL, 2008). 

Alguns critérios deverão ser seguidos para a seleção de bactérias probióticas como 

gênero; origem (deverá ser humana); estabilidade em relação à passagem pelo ambiente ácido 

do estômago e ao contato com sais biliares; capacidade de adesão à mucosa intestinal; 

capacidade de colonização do intestino, mesmo que esta seja passageira; inibição de 

patógenos (RAIZEL et al., 2011) e ainda apresentar atividade metabólica, como síntese de 

ácidos graxos de cadeia curta, produção de vitaminas e substratos energéticos (PEREZ; 

MENEZES; d’ACÂMPORA, 2014). 

A utilização de culturas bacterianas probióticas reforça os mecanismos naturais de 

defesa do hospedeiro, uma vez que elas estimulam a multiplicação de bactérias benéficas em 

detrimento das potencialmente prejudiciais, além de inibirem a multiplicação de patógenos 

(MACEDO et al., 2008). 

Aos probióticos são atribuídos três possíveis mecanismos de atuação. O primeiro diz 

respeito à supressão de células viáveis por meio de produção de compostos que apresentam 

atividade antimicrobiana, competição pelos nutrientes e também por sítios de adesão. O 
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segundo mecanismo trata de uma possível alteração do metabolismo microbiano, por 

intermédio do aumento ou diminuição da atividade enzimática. O terceiro mecanismo de ação 

seria o estímulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento dos níveis de anticorpos e 

aumento da atividade dos macrófagos (SAAD, 2006). 

Em relação a resposta imune, os efeitos dos probióticos ocorrem por meio da 

mediação de macrófagos, por elevação nos níveis de citocinas, aumento da atividade das 

células natural killer (NK) e/ou aumento nos níveis de imunoglobulinas. É importante 

ressaltar que todos estes benefícios dos probióticos perante o sistema imunológico ocorrem 

sem que haja desencadeamento de uma resposta inflamatória prejudicial (OLIVEIRA, 2009). 

Como exemplo dos principais mecanismos de ação atribuídos aos probióticos 

encontram-se: 1 – Atividade antimicrobiana por meio da diminuição do pH luminal, secreção 

de substâncias antimicrobianas e bloqueio da adesão bacteriana às células epiteliais; 2 – 

Função de barreira por meio do aumento na produção de muco, o que melhora a integridade 

da barreira; 3 – Imunomodulação através do efeito nas células epiteliais, nas células 

dentríticas, nos monócitos e macrófagos e nos linfócitos (COSTA et al., 2013). 

É necessário que haja sobrevida dos probióticos ao passarem pelo ambiente adverso 

que o estômago propicia, chegando íntegros ao intestino, colonizando-o, mesmo sendo por 

período determinado (OLIVEIRA et al., 2002). 

  O trato gastrointestinal (TGI) humano é densamente povoado por micro-organismos 

comensais e simbióticos, na maioria bactérias, mas também são encontrados fungos, archaea e 

vírus. Abriga dez vezes mais bactérias que o número de células que formam nosso organismo. 

A composição bacteriana dos indivíduos é distinta, tendo influência genética bem como 

características individuais e ambientais, como: tipo de nascimento (parto normal ou 

cesariana), idade e hábitos alimentares. O tipo de alimentação pós–natal apresenta grande 

impacto na composição da microbiota intestinal dos indivíduos. Os lactentes apresentam 

maior variabilidade da composição microbiana quando comparado à microbiota intestinal 

adulta, abrigando menos espécies com menor estabilidade. Por volta do 2º e 3º ano de idade, a 

microbiota passa a ser estável, podendo ser comparável à de um adulto. Ao longo da vida, a 

microbiota intestinal passará por várias mudanças, decorrentes do meio ambiente, estilo de 

vida e alimentação, patologias e envelhecimento (MORAES et al., 2014; PEREZ; 

MENEZES; d’ACÂMPORA, 2014). 

A multiplicação das espécies bacterianas ao longo do TGI é heterogênea, sendo menor 

no estômago e intestino delgado devido à ação bactericida do suco gástrico, da bile, secreção 
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do pâncreas e peristaltismo intenso do intestino. No cólon, concentra-se a maior parte da 

microbiota, fato que se deve à ausência de secreção enzimática e oferta de nutrientes aliados 

ao baixo peristaltismo. A capacidade de adesão aos receptores da mucosa intestinal é o fator 

predominante para a colonização das bactérias no trato gastrointestinal. É possível que 

microrganismos pioneiros exerçam um papel fundamental na seleção da microbiota, 

impedindo o crescimento de outros microrganismos. Após a adesão à mucosa intestinal, os 

microrganismos estabelecem colônias permanentes, constituindo a microbiota autóctone que, 

torna-se cada vez mais estável a partir do amadurecimento da relação simbiótica com o 

hospedeiro. Microrganismos introduzidos posteriormente podem associar-se à mucosa, porém 

sem adesão a receptores, constituindo a microbiota alóctone (LEITE et al., 2014). 

Apenas espécies bacterianas dominantes (entre 109 e 1011 UFC/g) e subdominantes 

(106 e 108 UFC/g) estão presentes em quantidades suficientes para desempenharem uma 

função no hospedeiro. Os principais benefícios da microbiota podem ser divididos em três 

níveis: 1- escudo biológico: função de barreira ativa contra patógenos; 2 -atividade trófica: 

estímulo à angiogênese, ao sistema imune local e sistêmico; 3 -metabólicas: fermentação de 

alimentos que não foram absorvidos, matéria orgânica advinda do próprio hospedeiro, como 

por exemplo,  células descamadas de epitélios e secreções, e metabólitos produzidos pela 

microbiota, ocasionando a produção de ácidos graxos de cadeia curta, vitaminas (K, B12, 

folato, biotina, riboflavina) e carotenoides, substratos energéticos como ácido butírico, 

propiônico e acético para o consumo de colonócitos, hepatócitos e tecidos periféricos, 

respectivamente (PEREZ; MENEZES; d’ACÂMPORA, 2014). 

O intestino humano é colonizado por inúmeras estirpes de bactérias, a maioria 

anaeróbias estritas. A microbiota intestinal influencia as reações bioquímicas que ocorrem no 

hospedeiro. Se a microbiota encontra-se íntegra e em equilíbrio, impede a ação de 

microrganismos patogênicos, porém, os mesmos exercerão patogenicidade com consequente 

infecção caso haja desequilíbrio na microbiota. 

Embora a ausência ou a presença de uma matriz alimentar possa determinar o perfil de 

pH ao qual a estirpe probiótica está sujeita e apesar das condições de acidez inicial serem 

menos rigorosas, devido ao efeito protetor inicial de pH conferido pelos alimentos, uma 

digestão mais demorada no estômago pode expor o probiótico a um ambiente mais ácido por 

um período mais longo. A presença dos sais biliares induz a propriedades que afetam as 

membranas dos microrganismos, em decorrência da sua natureza antifílica (VANDENPLAS; 

HUYS; DAUBE, 2015). 
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Comumente no intestino humano são encontrados microrganismos dos gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo encontrados também em produtos lácteos fermentados 

e suplementos alimentares (OLIVEIRA, 2009). 

As bifidobactérias são microrganismos Gram positivos e não formadores de esporos. 

Neste gênero estão incluídas 30 espécies, sendo 10 de origem humana, encontrada nas fezes, 

cáries dentárias e vagina. As de origem animal contabilizam 17, duas têm sua origem em 

águas residuais e uma origina-se do leite fermentado. Ao contrário do que ocorre com a maior 

parte das bactérias deste gênero, a que tem origem no leite fermentado apresenta boa 

tolerância ao oxigênio. As bifidobactérias são microrganismos que sintetizam ácido acético e 

ácido lático na proporção de 3:2, a partir de dois moles de hexose, não havendo produção de 

CO2. Todas as bifidobactérias de origem humana são capazes de utilizar, além da glicose, a 

galactose, lactose e a frutose como fontes de carbono. A temperatura ótima de crescimento 

está entre 37 e 41 ºC, sendo que o pico de crescimento está em torno de 43 – 45 ºC e com o 

mínimo entre 25 – 28 ºC, com pH ideal entre 6 e 7 (RAIZEL et al., 2011). 

Os microrganismos pertencentes ao gênero Lactobacillus, são caracterizados como 

Gram positivos, não formadores de esporos, sem flagelos, apresentando-se na forma de 

bastonetes ou cocobacilos. Podem ser anaeróbios ou aerotolerantes (SANTOS; BARBOSA; 

BARBOSA, 2011). 

As bactérias deste gênero são amplamente distribuídas, sendo encontradas por todo 

sistema gastrointestinal e geniturinário, tendo grande relevância na microbiota de homens e 

animais. Sua distribuição pode sofrer interferência por vários fatores ambientais, tais como: 

pH, disponibilidade de oxigênio, concentração do substrato especifico, presença de secreções 

e interações bacterianas. L. acidophillus apresenta baixa tolerância à salinidade do meio, e é 

um microrganismo microaerofílico, sendo que o crescimento em meios sólidos é favorecido 

pela ausência de oxigênio (anaerobiose), ou pressão reduzida de oxigênio. São capazes de 

degradar amidalina, celobiose, frutose, galactose, lactose, glicose, maltose e manose. A partir 

da degradação de glicose, produz quase que exclusivamente ácido lático e uma pequena 

quantidade de acetaldeído. A temperatura ótima de crescimento está em torno de 35 e 40 ºC. 

Em relação a acidez do meio, sua tolerância varia entre 0,3 e 1,9% (v/v) de ácido lático 

(RAIZEL et al., 2011). 

É essencial a manutenção da microbiota intestinal, seja por suplementação de 

probióticos, prebióticos ou simbióticos, tendo em vista que o desempenho normal das funções 

fisiológicas do hospedeiro é possível graças ao microecossistema que compõe o trato 
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gastrointestinal (OLIVEIRA, 2009). Além disso, Vandenplas; Huys e Daube (2015) 

reportaram que os probióticos apresentam a importância não apenas em relação ao trato 

gastrointestinal, mas também a outros órgãos como boca, pele e trato urogenital, prevenção de 

infecções do trato reprodutivo e urinário. 

Leão et al. (2015) avaliaram a influência de L. rhamnosus na expressão de fatores de 

virulência de Candida albicans in vitro e observaram significativa redução no crescimento 

dessa levedura após 24, 48 ou 72 horas na presença de lactobacilos em comparação ao 

crescimento na ausência desses microrganismos, verificado em condições tanto de 

anaerobiose como de microaerofilia. Tais resultados promoveram uma dificuldade de 

recuperação de Candida para os ensaios subsequentes da investigação dos fatores de 

virulência. Ressalta-se ter sido realizado estudo in vitro, sendo que condições in vivo são mais 

dinâmicas havendo interferência de outras espécies e também do sistema imune do 

hospedeiro. 

Os probióticos também apresentam eficácia na prevenção da diarreia causada por 

bactérias patogênicas e por vírus. Os efeitos benéficos foram comprovados utilizando-se L. 

rhamnosus GG e Bifidobacterium lactis BB-12 para a prevenção e tratamento da diarreia 

aguda em crianças, causada principalmente, por rotavírus (FAO/WHO, 2001). 

É importante ressaltar também que a administração de probióticos não se limita apenas 

na forma de alimentos ou suplementos farmacêuticos. Pomadas específicas e sprays nasais 

têm sido desenvolvidos, o que demonstra a importância de ampliação do controle das 

alegações, não se restringindo apenas aos alimentos (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 

2015). 

 

3.2. Kefir: definição, composição e características funcionais 

 

Kefir constitui-se de um agregado de microrganismos simbióticos, dentre eles, 

bactérias acidófilas e leveduras, que podem promover diversos benefícios à saúde (SANTOS; 

BASSO, 2013). Dertli; Çon (2017) ao avaliarem quatro amostras de kefir, constataram que 

bactérias do gênero Lactobacillus foram as predominantes. As bactérias ácido láticas (BAL) 

desempenham um papel importante na conversão do leite em produtos lácteos fermentados. 

Nesse sentido suas propriedades mais importantes são a de acidificar o leite, gerando sabor e 

textura característicos (WIDYASTUTI; ROHMATUSSOLIHAT; FEBRISIANTOSA, 2014). 

Em relação às leveduras, K. marxianus contribui para as principais características do kefir tais 
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como a sua estabilidade microbiana, propriedades químicas, sensoriais, e estruturais dos grãos 

de kefir (CHO et al., 2018). 

Foi comprovado que Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisae isolados 

de kefir são capazes de resistir às condições ácidas e aos sais biliares do trato gastrointestinal 

(simuladas in vitro), apresentando taxa de sobrevivência de 50 e 90%, respectivamente (CHO 

et al., 2018). 

A Instrução Normativa nº 46 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), menciona que os grãos de kefir compõem-se por leveduras fermentadoras de lactose 

e também pelas não fermentadoras, respectivamente Kluyveromyces marxianus e 

Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces exiguus. Também 

fazem parte da constituição dos grãos, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (BRASIL, 2007). 

O número total de microrganismos do kefir e sua composição é variável, dependendo 

da origem, dos métodos de cultura e do substrato utilizado (MOREIRA et al., 2008; 

WESCHENFELDER et al., 2011). A microbiota dos grãos de kefir não é distribuída 

uniformemente, sendo que no seu interior há uma maior diversidade de microrganismos 

quando comparado com o exterior (HAMET et al., 2013). 

Uma característica que difere o kefir de outros produtos lácteos fermentados é a 

possibilidade de recuperação dos grãos após a fermentação com um leve acréscimo no bioma 

dos grãos (SATIR; ZEYNEP B.; GUZEL-SEYDIM, 2016). 

No Brasil, kefir é utilizado como um produto da medicina popular, devido aos efeitos 

probióticos conferidos ao produto obtido a partir da sua fermentação. Os meios de cultivo do 

kefir podem variar, podendo a cultura ser realizada no leite, açúcar mascavo ou suco de fruta. 

A coloração dos grãos obterá tonalidades diferentes, de acordo com o meio onde se deu o 

cultivo. Quando os grãos forem cultivados no leite, apresentarão tonalidade amarela, ocres e 

pardos se cultivados no açúcar mascavo e ainda coloração púrpura quando cultivados no suco 

de uva (MOREIRA et al., 2008). 

O produto obtido a partir da fermentação do kefir constitui-se de uma solução ácida, 

contendo etanol, gás carbônico e compostos aromáticos (DINIZ et al., 2003; LEITE et al., 

2013). São constituintes também da bebida produzida a partir dos grãos, ácidos lático, 

fórmico, succínico e propiônico, aldeídos, traços de álcool isoamílico e acetona. São 

encontrados ainda, uma variedade de folatos (SANTOS; BASSO, 2013). 

Os grãos de kefir encontram-se encapsulados por uma matriz de polissacarídeos, os 
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quais são secretados pelas bactérias ácido-láticas (DINIZ et al., 2003). Esses polissacarídeos 

são conhecidos como quefirano, ou fator de crescimento kefir – KGF. Este composto é 

parcialmente solúvel em água. Fazem parte de sua composição os monossacarídeos galactose 

e glicose (MOREIRA et al., 2008). O quefirano apresenta quantidades iguais de glicose e 

galactose (DAILIN et al., 2016), além de apresentar vários efeitos benéficos à saúde. 

Estudo realizado por Jeong et al. (2017) isolou 22 estirpes de bactérias do ácido lático, 

das quais, oito estirpes eram de Lactobacillus kefiranofaciens, duas estirpes eram de 

Lactobacillus kefiri, sete estirpes eram de Lactococcus lactis e cinco estirpes de Leuconostoc 

mesenteroides, com o objetivo de avaliar   qual estirpe produzia a maior quantidade de 

exopolissacarídeo (EPS) kefirano. Além disso, os autores objetivaram isolá-lo e avaliar sua 

atividade antimicrobiana contra dois importantes patógenos, Listeria monocytogenes e 

Salmonella enteritidis. A partir do DNA das bactérias isoladas, sequências parciais do RNA 

ribossômico 16S foram amplificadas. Para avaliar a produção de EPS pelas estirpes isoladas, 

tomaram como base a característica das colônias; formação de cápsulas dependentes de fontes 

de carbono e rendimento de EPS em caldo MRS. Eles concluíram que Lactobacillus 

kefiranofaciens DN1 era a estirpe com maior produção de EPS (EPS_DN1) e que a uma 

concentração de 1%, houve efeito bactericida contra Listeria monocytogenes e Salmonella 

enteritidis. Concluíram ainda que o EPS_DN1 não é kefirano, sugerindo então, que trata-se de 

um novo composto bioativo presente no kefir. 

Hamet et al. (2013) relataram ainda que o quefirano apresenta atividade 

imunomoduladora de proteção das células epiteliais da ação de Bacillus cereus. Outras 

propriedades terapêuticas são atribuídas ao kefir, como diminuição dos efeitos da intolerância 

à lactose, imunomodulação, efeitos antimicrobianos, atividade anticarcinogênica e também 

regeneração hepática (SANTOS et al., 2012). 

Em estudo realizado com ratos, com hipertensão induzida, observou-se a supressão do 

aumento da pressão sanguínea após 30 dias de tratamento com quefirano. Verificou-se 

atividade sobre a produção de β-interferon, cortisol e noradrenalina, o que possibilitou a 

redução do estresse, atividade antitumoral e antimicrobiana (MOREIRA et al., 2008). 

Diniz et al. (2003) realizaram estudo in vivo para avaliar a possível atividade anti-

inflamatória do kefir por meio de indução de tecido granulomatoso e contorções abdominais 

induzidas por ácido acético. Foram utilizados ratos da raça Wistar e camundongos albinos, 

ambos machos. Por meio do método de indução de tecido granulomatoso foi possível avaliar 

se haveria atividade anti-inflamatória sobre processos crônicos. Para o cultivo do kefir 
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utilizou-se como substrato açúcar mascavo diluído em água mineral. Constatou-se que a 

administração de 1mL de kefir diariamente, durante seis dias, foi capaz de inibir a formação 

de tecido granulomatoso em 42% em comparação ao grupo controle. A inibição por 

dexametasona de aplicação tópica foi de 51%. A indução de contorções abdominais por ácido 

acético, resulta na produção de prostaglandinas, principalmente PGE2 α e PGF2 α, as quais são 

mediadores essenciais no processo inflamatório. Acredita-se que a inibição destas contorções 

possam estar envolvidas com a inibição da formação das prostaglandinas, tendo atividade 

sobre os processos inflamatórios. O grupo de ratos e camundongos que recebeu o kefir como 

parte do tratamento apresentou inibição de 28% e a inibição relativa à indometacina 

representou 36% quando comparado ao controle. Com base nesses resultados, os autores 

sugeriram que o kefir possui atividade anti-inflamatória. 

Kim et al. (2017), a fim de avaliarem os efeitos do kefir sobre a obesidade e esteatose 

hepática em ratos alimentados com dieta rica em lipídeos (60% do total de calorias), 

verificaram que o grupo que recebeu a dieta hiperlipídica associada ao consumo de kefir (0,2 

mL duas vezes ao dia) teve um ganho de peso menor quando comparado ao grupo controle, o 

qual recebeu a dieta hiperlipídica e leite (0,2 mL duas vezes ao dia). Em relação ao colesterol 

total e ao LDLc, verificaram que o grupo que recebeu kefir apresentou níveis plasmáticos 

mais baixos comparando-se ao controle. Os autores não encontraram difrenças significativas 

entre os dois grupos nas concentrações plasmáticas de citocinas pró-inflamatórias, IL-1β e 

TNF-α. Porém em relação à IL-6, o grupo do kefir apresentou níveis plasmáticos mais baixos, 

sugerindo uma melhora da inflamação sistêmica promovida pela dieta hiperlipídica. 

Já Fernandes et al. (2017) avaliaram os teores de isoflavonas e compostos fenólicos 

presentes no leite de soja fermentado com kefir após armazenamento e simulação das 

condições gastrointestinais in vitro. Para obtenção do extrato, 250g de soja foram maceradas 

em 300mL de água, ficando sob armazenamento a 5 ºC durante 15 horas. Kefir liofilizado foi 

inoculado no extrato de soja a 25 ºC, fermentando durante 15 horas, sendo em seguida 

mantido sob refrigeração a 4 ºC, em frascos estéreis, durante quatro dias. Os autores 

verificaram que a fermentação proporcionou aumento das bactérias ácido láticas e que as 

leveduras permaneceram viáveis durante todo o período de armazenamento. No entanto, após 

simulação in vitro das condições gastrointestinais, a contagem padrão em placas de 

microrganismos foi inferior a 6 log UFC/g. Quanto às isoflavonas a aos compostos fenólicos, 

verificaram que os mesmos aumentaram, mesmo após o teste in vitro. 

Fiorda et al. (2016) avaliaram diferentes tipos de substratos funcionais com o objetivo 



 

11 
  

de desenvolver bebidas probióticas utilizando kefir como cultura inicial. Os substratos 

analisados foram a soja, o colostro (bovino) e o mel. Da soja, foi obtido o extrato. Já o mel foi 

diluído em água estéril até que fosse obtido um mosto de 40 °Brix e o colostro foi coletado 

nas primeiras 12 horas pós-parto. Foram utilizados kefir tibetano (cultivados em leite) e kefir 

mexicano (cultivados em açúcar). Kefir tibetano foi inoculado no extrato de soja e colostro, e 

kefir mexicano foi inoculado no mel, deixando-se fermentar por 24 horas a 30 °C. Foram 

analisadas as características físico-químicas, características funcionais e sensoriais das 

bebidas. Após análises, foi constatado que kefir melhorou a qualidade funcional de todos o 

substratos avaliados. No entanto, a bebida à base de mel apresentou maior poder antioxidante, 

apresentando proteção aos danos do DNA. Em relação à análise sensorial, a bebida à base de 

mel apresentou melhor aceitação comparando-se ao cultivo tradicional no açúcar mascavo. Os 

autores concluíram que o mel seria o substrato ideal para produção de bebida fermentada, com 

alto poder antioxidante, baixos teores de lactose e boa composição de microrganismos 

probióticos. 

Estudo realizado por Weschenfelder et al. (2011) avaliou características físico-

químicas e composição centesimal (Tabela 1) do kefir. 

 

Tabela 1. Características físico-químicas e composição centesimal de kefir. 

COMPONENTES VALORES 

pH 3,60 

Acidez (°D)            141,95 

Umidade (%) 79,39 

Proteína (%) 9,23 

Gordura (%) 8,29 

Cinzas (%) 0,89 

Cálcio (%) 0,11 

Lactose (%)              ausência 

Fonte: Weschenfelder et al. (2011). 

 

3.2.1. Características nutricionais de kefir 

 

 O valor nutricional de um leite fermentado depende da disponibilidade e da 

digestibilidade de nutrientes e das alterações decorrentes da fermentação e crescimento 

microbiano. Geralmente, o valor energético do leite fermentado é similar ao do leite em que 

foi preparado (KHEDKAR; KALYANKAR; DEOSARKAR, 2016). 

Dentre as características nutricionais encontradas no kefir, é importante salientar que 

este apresenta boa digestibilidade e é considerado a melhor fonte natural de probióticos 
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(SATIR; ZEYNEP B.; GUZEL-SEYDIM, 2016). Recentes descobertas confirmaram que 

kefir foi capaz de digerir β e α- caseína, porém não hidrolisou a β-lactoglobulina, mesmo com 

tempo prolongado de fermentação. A maior digestibilidade no kefir poderia melhorar a saúde 

intestinal por limitar a produção de metabólitos inflamatórios por bactérias putrefativas no 

cólon (DALLAS et al., 2016).  

Kefir contém aminoácidos essenciais, vitaminas (B1, B2, B5, C, A, K e carotenos) e 

minerais. É importante destacar que a composição vitamínica de kefir é influenciada pelo tipo 

de leite e também pela microbiota dos grãos (ARSLAN, 2015). 

Satir; Zeynep; Guzel-Seydim (2016) afirmaram que o tipo de manejo nutricional ao 

qual a espécie animal (bovina ou caprina) é submetida também exerce influência nas 

características nutricionais do kefir. Eles destacaram que kefir produzido do leite de animais 

mantidos sob o sistema de alimentação extensiva apresentaram parâmetros nutricionais 

melhores quando comparados com kefir produzido a partir do leite de animais mantidos sob o 

sistema de alimentação intensiva. Componentes nutricionalmente benéficos estavam presentes 

em níveis significativamente superiores em kefir produzidos de leite de animais mantidos sob 

manejo à pasto em comparação a um sistema de alimentação intensivo. 

O perfil aminoacídico de kefir (Tabela 2) sofre alterações durante a fermentação do 

leite, sendo maiores os níveis de treonina, lisina, serina e alanina (ARSLAN, 2015). Dallas et 

al. (2016) demonstraram que peptídeos funcionais são liberados pela hidrólise de proteínas 

pelos microrganismos de kefir, podendo melhorar a funcionalidade do produto. 

 

Tabela 2. Perfil de aminoácidos essenciais presentes no kefir. 

Aminoácidos Quantidade no Kefir (mg/100g) 

Valina 220 

Isoleucina 262 

Metionina 137 

Lisina 376 

Treonina 183 

Fenilalanina 231 

Triptofano 70 

Fonte: Arslan (2015). 

Além de macroelementos, microelementos são encontrados nos grãos de kefir. Este 

também é uma boa fonte de cálcio, magnésio e fósforo (Tabela 3). O fósforo é o segundo 

mineral em maior quantidade no corpo humano. Suas funções no organismo são auxiliar na 

utilização de carboidratos, proteínas e gorduras para o crescimento celular, manutenção e 

energia.  
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Tabela 3. Macro e micro elementos presentes nos grãos de Kefir. 

Macro 

elementos 

Valores 

encontrados (%) 

Micro elementos Valores 

encontrados 

(mg/kg) 

Potássio 1,65 Cobre 7,32 

Cálcio 0,86 Zinco 92,7 

Fósforo 1,45 Ferro 20,3 

Magnésio 0,3 Manganês 13,0 

  Cobalto 0,16 

  Molibdênio 0,33 

Fonte: Arslan, (2015). 

 

Estudo conduzido por Satir; Zeynep; Guzel-Seydim (2016) ao avaliarem como a 

fermentação do kefir poderia afetar a composição do produto e correlacionaram os valores de 

algumas vitaminas e minerais encontrados no kefir produzido a partir de leite de cabra com os 

valores da recommended dietary allowances (RDA). Os autores verificaram que o consumo 

de 1 copo de 200 mL de kefir supriria, em relação ao percentual da RDA, os seguintes valores 

de recomendação: 15% de vitamina A; 30% de vitamina B2; 23% de cálcio; 33% de fósforo e 

14% de zinco. 

 

3.3. Prebióticos 

 

Prebióticos são definidos como componentes alimentares não digeríveis, capazes de 

estimular seletivamente a multiplicação ou atividade das bactérias desejáveis no intestino 

(MACEDO et al., 2008; MONA et al., 2015) conferindo efeitos benéficos ao hospedeiro, 

devido à sua capacidade em estimular o crescimento e a atividade de um número limitado de 

bactérias, usualmente lactobacilos e bifidobactérias (MONA et al., 2015). 

A maior frequência de atuação dos prebióticos é no intestino grosso, embora possam 

apresentar certo impacto sobre os microrganismos encontrados no intestino delgado 

(OLIVEIRA, 2009). Para que um alimento possa ser classificado como prebiótico, precisa ser 

carboidrato e atender aos seguintes critérios: não sofrer hidrólise ou ser absorvido no trato 

intestinal e que sua fermentação se dê por um número limitado de microrganismos, como 

pelas bifidobactérias e pelos lactobacilos (COSTA et al., 2013). São considerados prebióticos: 

inulina (frutanos), frutooligossacarídeos (FOS), galactooligossacarídeos (GOS) e também a 

lactulose, álcoois de açúcar, amido resistente e polissacarídeos complexos, como por exemplo 
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a goma de acácia. Muitos substratos não digeríveis, especialmente os carboidratos, são 

fermentados no intestino grosso (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016). 

A associação entre probiótico e prebiótico origina os produtos denominados 

simbióticos. A interação in vivo entre probiótico e prebiótico pode ser favorecida através de 

uma adaptação, anterior ao consumo, do probiótico ao substrato prebiótico. Tal adaptação 

pode resultar em vantagem competitiva para o probiótico, caso este seja consumido 

juntamente com o prebiótico. Esse efeito simbiótico pode ser, alternativamente, direcionado 

ao intestino delgado e grosso, regiões alvo do trato gastrointestinal. O estímulo de estirpes 

probióticas conhecidas, propicia a escolha dos pares simbióticos substrato–microrganismo 

ideais. Portanto, o consumo de pro e prebióticos selecionados apropriadamente, pode 

aumentar os efeitos benéficos de cada um deles (OLIVEIRA, 2009). A combinação entre um 

prebiótico especifico e um probiótico, exerce um efeito benéfico que vai além do seu efeito 

individual, o que presume-se ocorrer através da otimização da sobrevivência e atividade de 

microrganismos benéficos no trato gastrointestinal (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016). No 

entanto, Vandenplas; Huys; Daube (2015) relataram que após um tratamento com probióticos 

e prebióticos, simultaneamente, por meio de uma mistura de quatro estirpes e 

galactoligossacarídeos, realizado com gestantes por duas a quatro semanas pré-parto e aos 

neonatos durante seis meses, não obteve efeito, comparado ao placebo, sobre a incidência 

acumulada de doenças alérgicas aos dois anos. Todavia, mostrou uma tendência na 

diminuição das doenças relacionadas à IgE (atópica), por ter sido observada uma diminuição 

significativa do eczema (atópico). 

A administração de prebióticos aumenta a microbiota intestinal benéfica do indivíduo, 

em particular, as bifidobactérias. Além de contribuir para elevação dos níveis de citocinas 

anti-inflamatórias e diminuição nos níveis das citocinas pró-inflamatórias, o que resulta em 

diminuição da inflamação intestinal em idosos (PATEL et al., 2014). 

A inulina, um frutooligossacarídeo não digerível, comumente extraída da raiz de 

chicória, é considerada um prebiótico por ter a capacidade de elevar o número de probióticos 

no cólon (MAESTRI et al., 2014). Os FOS podem ser extraídos de vegetais como alcachofra, 

raiz da chicória, dália, alho, cebola, dente de leão, banana, dentre outros. Embora a quantidade 

existente nestes alimentos seja pequena e, em contrapartida, a quantidade exigida para se 

obter efeito funcional seja elevada, os FOS podem ser extraídos e concentrados (THAMER; 

PENNA, 2005). 
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Há um consenso de que os FOS alteram o habitat intestinal, promovendo aumento no 

bolo fecal e em consequência a normalização da frequência fecal. Seus efeitos prebióticos são 

percebidos com o aumento no número e atividade de bifidobactérias e bactérias ácido lácticas 

no intestino humano. Em função disso, os FOS assumem importância tecnológica por serem 

utilizados na fabricação de uma grande variedade de alimentos como, por exemplo, iogurte, 

queijo, leite, extrato de soja, cereais, dentre outros (THAMER; PENNA, 2005). 

Tem sido demonstrado que prebióticos e simbióticos podem aumentar a absorção de 

minerais, especialmente de cálcio e magnésio. Os mecanismos relacionados são: maior 

solubilidade dos minerais, decorrente do aumento da produção de ácidos graxos de cadeia 

curta pelas bactérias, devido à maior oferta de substrato; alargamento da superfície de 

absorção em razão da multiplicação de enterócitos, mediados pelos produtos da fermentação 

bacteriana, em especial, lactato e butirato; maior expressão das proteínas de ligação de cálcio; 

melhoria das condições intestinais; degradação de mineral complexante de ácido fítico; 

estabilização da microbiota intestinal (PATEL et al., 2014). 

O metabolismo e composição dos prebióticos são diferentes embora possuam 

mecanismos de atuação em comum, especialmente no que diz respeito à modulação da 

microbiota endógena. Enquanto não sofrem fermentação, os prebióticos exercem um efeito 

osmótico no trato gastrointestinal, como todo carboidrato não digerível. 

A inulina e a oligofrutose apresentam resistência à digestão na parte superior do trato 

intestinal, sofrendo fermentação ao chegarem no cólon. A fermentação promove um aumento 

na biomassa microbiana, em consequência, aumento de volume, promovendo um aumento na 

frequência das evacuações. Tais efeitos justificam sua classificação como fibras dietéticas 

(SAAD, 2006). 

 

3.4. Mel: composição e propriedades funcionais 

 

A Instrução Normativa nº11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), define mel como produto alimentício produzido por 

abelhas melíferas, obtido do néctar das flores ou de secreções provenientes de partes vivas das 

plantas ou de excreções de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de 

plantas, as quais são recolhidas pelas abelhas, que transformam, combinam com substâncias 

específicas próprias, armazenam e deixam maturar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000). 
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O mel é considerado um alimento funcional por exercer função prebiótica, tendo como 

efeitos a regulação do trânsito intestinal, controle da pressão arterial, diminuição do risco de 

câncer e redução da colesterolemia (MACEDO et al., 2008). Por apresentar doçura e sabor 

característico, o mel agrega sabor à bebida quando adicionado, tendo em vista que é composto 

de uma solução concentrada de açúcares, predominantemente glicose e frutose. Contém ainda 

uma mistura complexa de outros carboidratos, enzimas, aminoácidos, ácidos orgânicos, 

minerais, substâncias aromáticas e grãos de pólen, e pode conter cera de abelhas proveniente 

do processo de extração. A produção de ácido é favorecida na presença do mel, por conter 

alto teor de carboidratos fermentáveis (MARIN et al., 2014). 

O mel contém tipos e níveis mínimos de microrganismos. A eles são atribuídas as 

propriedades naturais e também o controle realizado pela indústria, geralmente relacionado à 

fatores físicos e químicos, tais como osmolaridade e concentração de peróxido de hidrogênio 

e voláteis, respectivamente. Compostos fenólicos e a enzima glicose oxidase presentes no mel 

proporcionam uma barreira ao desenvolvimento de microrganismos em razão da forte 

característica oxidante destes compostos. A quantidade de bactérias presentes no mel pode 

variar de acordo com os seguintes fatores: tipo de mel; idade; tempo de colheita e a técnica de 

análise empregada (GOIS et al., 2013). 

Além de ser utilizado como prebiótico, o mel possui outros benefícios. Em estudos 

realizados por Silva et al. (2014), foi verificado e comprovado o efeito antioxidante do mel, 

por meio da análise do perfil de compostos fenólicos e também da atividade sequestradora de 

radical livre do mel. Foram identificadas e quantificadas as substâncias 4-quinolona, ácido 

(2E, 4E)-abscísico e ácido (2Z, 4E)-abscísico. 

Mercês et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do mel produzido por 

diferentes espécies de abelhas e verificaram que todos os tipos de mel avaliados apresentaram 

ação antibacteriana contra Staphylococcus aureus. O método de análise utilizado foi o teste de 

difusão em poço. O estudo sugere que o efeito de inibição de crescimento bacteriano não está 

relacionado somente ao efeito osmótico, visto que o mel foi mais efetivo contra as bactérias 

do que uma solução de açúcar.  

Além disso, Santos et al. (2012) avaliaram a eficácia do mel na cicatrização de feridas 

em ratos da raça Abissínia. Com o estudo, os pesquisadores puderam comprovar que o mel 

apresenta ação cicatrizante, estimulando a formação de tecido de granulação e reepitelização. 

  Algumas características apresentadas pelo mel o tornam eficaz contra alguns 

microrganismos, como por exemplo, podemos citar alta pressão osmótica (85-95% de açúcar) 
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pela baixa atividade de água, pH baixo devido à presença de ácidos orgânicos, especialmente 

ácido glucônico, presença de peróxido de hidrogênio (ação da enzima glicose oxidase), baixo 

teor de proteínas, baixo potencial redox (presença de açúcares redutores), presença de agentes 

químicos, tais como, lisozima, ácidos fenólicos, pinocembrina, terpenos, álcool benzílico e 

substâncias voláteis (SILVA et al., 2017). O baixo pH do mel exerce um papel importante 

durante a armazenagem por influenciar sua estabilidade (SILVA et al., 2014). 

  As abelhas transformam o néctar em mel com o auxílio de algumas enzimas e, durante 

a produção, alguns microrganismos também são incorporados ao mel. A bactéria 

Gluconobacter oxydans foi isolada do mel mantendo-se viva no pH de 5,0 e no pH de 2,0 

durante três horas, obteve-se uma taxa de sobrevivência de 50%. Também mostrou-se 

resistente à ação dos sais biliares. Desta forma, Gluconobacter oxydans é capaz de sobreviver 

ao ambiente hostil do trato digestivo superior, chegando ao intestino em condições de 

colonização (SILVA et al., 2017). 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

   Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Análise de Alimentos, 

Microbiologia de Alimentos e Análise Sensorial do Departamento de Ciência e Tecnologia de 

Alimentos do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Sudeste de Minas 

Gerais – Campus Rio Pomba. O experimento foi conduzido em três repetições e em duplicata. 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética do IF Sudeste-MG, e os participantes da pesquisa 

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.  

 

4.1. Cultivo do Kefir 

 

O kefir foi obtido por doação e cultivado no Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. O substrato escolhido para o cultivo dos 

grãos de kefir foi o leite UHT integral, e a fonte de prebiótico testada foi o mel, ambos 

obtidos no comércio local. A ativação dos grãos de kefir ocorreu conforme demonstrado na 

Figura 1. 
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Fonte: Adaptado de COSTA; ROSA, (2016). 

Figura 1: Fluxograma da ativação dos grãos de kefir. 

 

 

Foi preparada uma solução de 50% m/v de mel, diluído em água destilada, submetida 

à pasteurização a 78°C/6 minutos em banho-maria para eliminação de patógenos, conforme 

Macedo et al. (2008), sendo essa solução adicionada no kefir a fim de se obter os tratamentos 

2, 3 e 4. Foram preparados quatro amostras: 1 - cultivo do kefir no leite sem adição de mel 

(controle); 2 – cultivo do kefir no leite com adição de 1% de mel; 3 – cultivo do kefir no leite 

com adição de 3% de mel; 4 – cultivo do kefir no leite com adição de 5% de mel (MACEDO 

et al., 2008; USTUNOL, 2017).  

O cálculo da concentração de mel a ser adicionado em cada amostra foi feito da 

seguinte maneira: 

C1V1 = C2V2 

 Em que: 

 C1: concentração de mel na solução (50%) 

  V1: volume desejado para cada concentração de mel a ser utilizada 

  C2: concentração de mel a ser utilizado 
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  V2: volume de leite utilizado 

 Após os cálculos, o volume da solução adicionada para as bebidas fermentadas 

contendo 1, 3 e 5% de mel foi de 10, 30 e 50 mL, respectivamente. 

 

4.2.  Preparo da bebida com adição de mel 

 

Ao leite UHT integral foi acrescido o mel nas diferentes concentrações avaliadas (1, 3 

e 5%) e, em seguida as amostras foram homogeneizadas para posterior inoculação de 5% dos 

grãos de kefir previamente ativados (Figura 1). 

Após 24 horas de fermentação, os grãos de kefir foram separados da bebida 

fermentada com o auxílio de uma peneira e lavados com água destilada. A bebida fermentada 

foi armazenada sob refrigeração (1 – 8 ºC) durante 21 dias para análises posteriores. As 

análises foram realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de armazenamento, conforme proposto 

por Carvalho, (2011). 

 

4.3. Avaliação microbiológica das bebidas fermentadas 

 

Foram realizadas as seguintes análises: coliformes e E. coli a 30 e 45°C, estafilococos 

coagulase positiva, Salmonella sp e contagem de microrganismos em ágar MRS. Análises 

microbiológicas foram feitas nos quatro tratamentos para verificar a conformidade com os 

padrões de identidade e qualidade para kefir estabelecidos na Instrução Normativa nº46 do 

MAPA (BRASIL, 2007). 

 

4.3.1. Determinação do Número Mais Provável de coliformes e identificação de E. coli 

 

O Número Mais Provável (NMP) de coliformes e E. coli a 35ºC e 45ºC foi 

determinado conforme estabelecido por Kornacki; Johnson (2001).  

 

4.3.2. Determinação de Salmonella sp.  

 

A determinação de presença/ausência de Salmonella sp foi realizada em 25 gramas do 

produto homogeneizados em 225 ml de caldo lactosado segundo metodologia descrita por 

Andrews et al. (2001). 
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4.3.3. Determinação de estafilococos coagulase positiva  

 

A determinação de estafilococos coagulase foi realizada conforme metodologia 

descrita por Lancett; Bennett (2001). 

 

4.3.4. Contagem de microrganismos em ágar MRS 

 

Amostras de 25 g das bebidas fermentadas foram homogeneizadas em 225 mL de 

solução salina peptonada (0,85 % de NaCl e 0,1 % de peptona) obtendo-se a diluição 10-1. 

Posteriormente, foram realizadas diluições seriadas. A contagem de microrganismos foi 

realizada utilizando-se ágar DeMan, Rogosa & Sharpe-MRS. A quantidade de 1 mL de cada 

diluição das amostras foi inoculada em placas de Petri adicionando-se, em seguida, o meio 

MRS (plaqueamento em profundidade). Após a completa solidificação do ágar, as placas 

foram incubadas invertidas a 37 oC durante 72 horas em atmosfera microaerófila, utilizando-

se jarras de anaerobiose. Na sequência, foram contadas as placas que apresentaram 25 a 250 

colônias (RICHER; VEDAMUTHU, 2001). 

 

4.4.  Caracterização físico-química das bebidas fermentadas 

 

 As análises físico-químicas de pH e acidez das bebidas fermentadas (KP, K1, K3, K5) 

foram realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, em duplicata e em três repetições. 

 

4.4.1. Determinação de pH 

 

A determinação de pH foi realizada conforme Zenebon; Pascuet; Tiglea (2008), sendo 

utilizados 100 mL de cada amostra e transferidos para béqueres distintos. Em seguida, o 

eletrodo do potenciômetro (previamente calibrado com soluções tampão com pH 4 e 7) foi 

introduzido para a realização da leitura. Ao final de cada análise, o eletrodo foi lavado com 

água destilada e seco com papel macio.  
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4.4.2. Determinação da acidez em ácido lático 

 

Conforme Zenebon; Pascuet; Tiglea (2008), foram utilizados 10 mL de cada amostra 

que foram transferidos para um béquer de 50 mL. Posteriormente, foram adicionados com o 

auxílio de pipeta graduada, aproximadamente 10 mL de água destilada e misturada com 

bastão de vidro. Em seguida, foram adicionadas 5 gotas da solução de fenolftaleína e titulada 

com uma solução de hidróxido de sódio 0,1 M, utilizando bureta de 25 mL, até o 

aparecimento de uma coloração rósea. 

O cálculo foi feito de acordo com a equação: 

 

𝑉𝑥𝑓𝑥0,9

𝑃
= 𝑔 𝑑𝑒 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙á𝑡𝑖𝑐𝑜/100 𝑚𝐿 𝑑𝑜  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑜 𝑚/𝑣 

 

Em que:  

V = n° de mL de solução de hidróxido de sódio 0,1 M gasto na titulação  

P = n° g ou mL da amostra  

0,9 = fator de conversão para o ácido láctico 

f = fator de correção da solução de hidróxido de sódio 0,1 M  

  

4.5. Simulação in vitro das condições gastrointestinais 

 

A metodologia adotada para simulação in vitro foi a de Bedani; Rossi; Saad (2013). 

Para dar início ao estudo in vitro, procedeu-se o preparo de soluções de ácido clorídrico (HCl) 

1 N e hidróxido de sódio (NaOH) 1N. A simulação in vitro foi realizada com as amostras de 

kefir puro (KP) e kefir com 3% de mel (K3) nos tempos 0, 7 e 14 dias. Para a simulação da 

fase gástrica (FG) partiu-se de uma diluição 10-1 das amostras em solução salina a 0,85%, 

sendo retirado alíquotas de 10 mL, transferidos para frascos estéreis de 100 mL para ajuste de 

pH. Foi adicionado HCl 1 mol.l-1 para que o pH fosse ajustado de 2,3 – 2,5. Aos frascos 

foram adicionadas 3 g.L-1 pepsina (isolada de mucosa gástrica de porco, Sigma-Aldrich) e 0,9 

mg.L-1 de lipase (Amano lipase G, isolada de Penicillium Camemberti, SigmaAldrich). Logo 

após a adição das enzimas, os frascos foram submetidos à incubação em shaker sob agitação a 

150 rpm durante 2 horas a 37 °C. Ao final do período de incubação foi realizado 

plaqueamento em profundidade em ágar MRS a fim de verificar a viabilidade dos 

microrganismos do produto. As placas foram incubadas em condições de anaerobiose a 37 °C 
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por 72 h. Os resultados das contagens em placa foram expressos em log UFC.mL-1. Os frascos 

que não foram plaqueados seguiram para a simulação da fase entérica I (FE I), sendo o pH 

ajustado para 5,5 – 5,7, utilizando-se solução tampão pH 12; 14 g de NaH2PO4. 2H2O (Vetec, 

Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) contendo bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e 

pancreatina (pancreatina isolada de pâncreas de suíno, Sigma-Aldrich), na proporção de 10,0 

g.L-1 e 1,0 g.L-1, respectivamente. Os frascos foram submetidos à incubação em shaker sob 

agitação a 150 rpm durante 2 horas a 37 °C e ao término do período de incubação procedeu-se 

novamente o plaqueamento em profundidade nas mesmas condições citadas para a FG. Os 

frascos restantes foram submetidos à simulação da fase entérica II (FE II). O pH foi ajustado 

para 6,4 – 6,5 utilizando a mesma solução alcalina contendo bile (10,0 g.L-1) e pancreatina 

(1,0 g.L-1). Os frascos foram mantidos sob incubação nas mesmas condições citadas para as 

fases anteriores e plaqueadas também sob as mesmas condições. 

 

 

4.6. Avaliação da aceitação sensorial  

 

A avalição da aceitação sensorial foi realizada utilizando escala hedônica de nove 

pontos conforme metodologia descrita por Minim (2013). Foram analisados os seguintes 

atributos: impressão global; coloração; aroma; consistência; acidez e sabor. As amostras 

escolhidas para a avaliação foram aquelas que apresentaram melhor contagem de 

microrganismos em ágar MRS, sendo os mesmos tratamentos utilizados para o teste in vitro. 

Foram recrutados cinquenta julgadores não treinados. O teste de aceitação foi realizado no 

Laboratório de Análise Sensorial do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. Após assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2), os julgadores foram conduzidos às 

cabines individuais onde receberam amostras devidamente codificadas, copo com água para 

lavagem da boca (papilas gustativas) e fichas com a escala hedônica para preenchimento. Os 

julgadores foram devidamente orientados acerca das condições para realização do teste e 

preenchimento da escala hedônica.  
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4.7. Análises estatísticas 

  

Os experimentos foram conduzidos em três repetições, sendo as análises físico-

químicas, microbiológicas e viabilidade das amostras realizadas em duplicata. O ensaio in 

vitro de simulação das condições gastrointestinais foi realizado em triplicata. Para as análises 

físico químicas (pH e acidez), o experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente 

Casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 x 4 (amostras x tempo).  O experimento de 

viabilidade foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 4 

x 4 (microrganismos x tempo). O estudo da simulação in vitro do TGI foi conduzido em 

Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (amostras, fases 

e tempo) utilizando-se o software R 3.2.5 (R Core team, 2015) com o pacote ExpDes.pt. 

 A análise sensorial foi realizada com 50 provadores não treinados e os resultados 

foram analisados por Delineamento em Blocos Casualizado (DBC). Os resultados foram 

avaliados por meio de análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey à 5% 

de probabilidade. As análises estatísticas foram realizadas utilizando software Sisvar 5.6. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação microbiológica das bebidas fermentadas 

 

Os resultados obtidos na 1a repetição mostraram uma inadequação quanto ao NMP de 

coliformes totais e termotolerantes, por não atenderem aos valores estabelecidos na RDC no 

12 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2001).  A partir dessa análise, o 

kefir foi mantido sob fermentação  no mesmo substrato (leite) sem filtração dos grãos durante 

14 dias, a fim de acidificar o meio e consequentemente diminuir o NMP de coliformes totais e 

termotolerantes, uma vez que o ácido lático possui efeito inibitório sobre os microrganismos 

patogênicos e deteriorantes (MAGALHÃES et. al., 2011) e, a presença de alguns compostos 

inibitórios no kefir como, bacteriocinas, peróxido de hidrogênio, e ácidos orgânicos, podem 

influenciar na morte de microrganismos patogênicos (SILVA et. al., 2009). Após esse 

período, a partir de novas análises, constatou-se que a bebida fermentada encontrava-se de 

acordo com os padrões seguros para consumo humano conforme estabelecido na legislação 

(BRASIL, 2001). 
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A RDC no 12 (BRASIL, 2001), estabelece o limite máximo de 10 UFC.g-1 para 

coliformes a 45 °C em leite fermentado e ausência de Salmonella sp. em 25 g para bebidas 

lácteas fermentadas. Tais valores garantem a seguridade microbiológica do produto. 

No presente estudo verificou-se contagem < 3,0 x 101 NMP.g-1 para coliformes totais e 

E. coli e ausência de Salmonella sp. em 25 g das amostras analisadas, indicando que estes 

estavam aptos para consumo humano. 

A legislação não preconiza valores para coliformes a 35 ºC em leites fermentados, 

porém a presença desses microrganismos pode indicar condições higiênicos-sanitárias 

deficientes, colocando em risco a saúde do consumidor (MENEZES; ALEXANDRINO, 

2014). 

Em relação à viabilidade do microrganismos em ágar MRS (Figura 2), não houve 

diferença significativa (p>0,05) entre as amostras ao longo do tempo. Observou-se 

comportamento similar entre as amostras com 1 e 5% de mel. A contagem inicial 

aproximadamente 8,0 Log UFC.g-1 mantendo-se até o 14o dia de análise, e no 21º dia, a 

contagem foi de aproximadamente 7,3 Log UFC.g-1. Em relação ao kefir puro, observou-se 

que no 7º dia de armazenamento houve redução na viabilidade de 1 ciclo Log, e com 21 dias 

de armazenamento, a contagem foi de aproximadamente 7,35 Log UFC.g-1. A amostra com 

3% de mel foi de aproximadamente 8,00 Log UFC.g-1 para 8,83 Log UFC.g-1 aos 7 dias de 

armazenamento, porém, aos 14 e 21 dias apresentou comportamento similar aos demais 

tratamentos, reduzindo sua contagem em aproximadamente 1 ciclo Log.  
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Figura 2- Viabilidade de microrganismos em ágar MRS em kefir puro e adicionado de mel com 0, 7, 

14 e 21 dias de armazenamento. 

 

Mc Cann; Fabre; Day (2011) sugerem que a diminuição do pH e o aumento da acidez 

inibem o crescimento de bactérias láticas durante o armazenamento, o que foi observado nas 

amostras com 1, 3 e 5% de mel, que apresentaram aumento de acidez com o passar do tempo 

(Tabela 4). 

Resultado similar a este estudo foi relatado por Baú; Garcia; Ida (2014) ao avaliarem a 

viabilidade de bactérias láticas de uma bebida probiótica de soja fermentada com kefir. Após 

28 dias de armazenamento, verificaram uma queda na viabilidade em cerca de 2 ciclos Log 

bem como diminuição do pH e aumento da acidez. 

Carvalho (2011) ao avaliar o efeito do método de produção na vida de prateleira de 

amostras de kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento, verificou que a contagem de 

bactérias láticas apresentou diferença estatística entre uma das amostras avaliadas no 2o e 7o 

dias de estocagem, quando houve redução da contagem. Porém ao final do período, todas três 

amostras de kefir tradicional avaliadas apresentaram contagens de bactérias láticas de 

aproximadamente 8,00 Log UFC. mL-1. 

Corona et al. (2016), ao avaliarem sucos de frutas e vegetais fermentados com kefir de 

água, verificaram que após 48 horas de fermentação a 25 °C a contagem de lactobacilos 

encontrava-se entre 7,0 e 8,3 Log UFC/mL. 
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5.2. Caracterização físico-química das bebidas fermentadas 

 

  As amostras não diferiram entre si (p<0,05) quanto aos valores de pH e acidez (Tabela 

5). Quanto ao pH não houve interferência significativa do tempo de armazenamento (p>0,05).  

Já para a acidez, as amostras de kefir com 1 e 3% de mel apresentaram maior acidez (p<0,05) 

após 21 dias de armazenamento enquanto que a amostra com 5% de mel apresentou aumento 

de acidez a partir de 14 dias de maturação (p<0,05), indicando que o mel interfere na acidez 

do produto com o passar do tempo. Para o kefir puro, a acidez não foi afetada com o tempo.  

  Em relação ao estabelecido pela legislação para acidez (BRASIL, 2007), verificou-se 

que apenas o kefir puro e kefir com 3% de mel no tempo zero estavam de acordo com o 

determinado, apresentando valores de acidez <1,0% (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Resultados de pH e acidez das amostras de kefir puro e adicionado de 1, 3 e 5% de 

mel ao longo de 21 dias de armazenamento. 

 

Tratamentos 

pH/tempo (dias) 

0 7 14 21 

Kefir puro 4,28±0.52Aa 3,79±0.39Aa 3,58±0.47Aa 3,63±0.35Aa 

Kefir com 1% mel 4,23±0.73Aa 3,66±0.22Aa 3,47±0.27Aa 3,40±0.20Aa 

Kefir com 3% mel 4,26±0.60Aa 3,68±0.37Aa 3,45±0.36Aa 3,52±0.28Aa 

Kefir com 5% mel 4,13±0.66Aa 3,57±0.20Aa 3,43±0.21Aa 3,38±0.18Aa 

 

Tratamentos 

acidez/tempo (dias) 

0 7 14 21 

Kefir puro 0,83±0.23Aa 1,33±0.47 Aa  1,56±0.75 Aa 1,67±0.86 Aa 

Kefir com 1% mel 1,03±0.35 Aa  1,36±0.35 Aab 1,86±0.23 Aab 1,97±0.50 Ab 

Kefir com 3% mel 0,96±0.46 Aa 1,50±0.52 Aab 1,78±0.62 Aab 1,93±0.71 Ab 

Kefir com 5% mel 1,06±0.40 Aa  1,66±0.40 Aab 1,96±0.40 Ab 2,03±0.51 Ab 

Padrão 

(Brasil, 2007) 

 <1,0% 

Letras maiúsculas iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa (p>0,05) entre 

as amostras e letras minúsculas iguais na mesma linha indicam que não há diferença significativa entre 

as amostras ao longo do tempo. 
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  Weschenfelder et al. (2011) ao analisarem as características físico-químicas e sensorial 

de kefir tradicional e derivados provenientes da fermentação de grãos de kefir com diferentes 

concentrações de leite, verificaram que houve diferença significativa nos valores de pH. A 

fermentação do kefir no leite se deu em 24 h a 25 °C e a maturação em 6 dias a 7 °C. A média 

dos valores de pH encontrados variaram de 3,60 à 3,79. Em relação à acidez (°D), os autores 

verificaram que houve diferença entre as amostras analisadas. A média dos valores 

encontrados variou entre 141,95 a 266,98. De acordo com os autores os valores de acidez 

encontrados ficaram acima do que é estabelecido pela legislação. 

  Leite et al. (2013) ao analisarem as características físico-químicas do kefir fermentado 

em leite após as 24 horas de fermentação até 28 dias de armazenamento, verificaram que os 

valores do pH declinaram progressivamente enquanto os valores de acidez aumentaram 

durante a estocagem. Como consequência da produção de ácidos, o pH que inicialmente era 

de 6,55, ao final do período de análise chegou a 4,31. Nas primeiras 24 horas após a 

fermentação, a produção de ácido lático foi de 7,38 mg/L, enquanto que no final do período 

de estocagem, 28 dias, a produção de ácido lático foi de 9,54 mg/L. 

  Campolina et al. (2017) avaliaram os valores de pH e acidez de antepastos funcionais 

produzidos com kefir e sementes de chia. Os antepastos foram produzidos com sabor de 

frango e diferentes concentrações de sementes de chia (0%, 10% e 20%). Ao final das 

análises, concluíram que os valores de pH não diferiram estatisticamente entre as amostras. 

Da amostra com 0% de semente de chia foi obtido o valor de pH de 4,59, enquanto que as 

amostras contendo 10 e 20% de semente de chia apresentaram os valores de pH de 4,54 e 

4,56, respectivamente. Quanto à acidez, apenas a amostra contendo 20% de semente de chia 

diferiu estatisticamente das demais, sendo que os valores de ácido lático obtidos para as 

amostras 0%, 10% e 20% foram respectivamente 1,5%, 1,28% e 1%. 

  Estudo realizado por Magalhães et al. (2011) avaliou a estrutura, comunidades 

microbianas e composição química de grãos de kefir brasileiro. Verificou-se que após 24 

horas de fermentação dos grãos no leite pasteurizado, o valor de pH passou de 6,61 (leite) 

para 4,42 (bebida fermentada). Quanto à acidez, a mesma passou de 26°D (leite) para 93°D 

(bebida fermentada). 

  Karaca et al., (2017) avaliaram dentre outras características, a composição físico-

química de manteiga produzida com kefir. As análises foram realizadas no primeiro e 21º dias 

de armazenamento. A amostra de manteiga produzida com kefir apresentou os valores de pH 

de 4,78 e 4,12 no primeiro e 21º dia, respectivamente. 
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5.3. Viabilidade de microrganismos em ágar MRS após simulação in vitro das      

Condições Gastrointestinais 

  

 Em relação à viabilidade de microrganismos em ágar MRS após simulação das 

condições gastrointestinais (Figura 3), observou-se que o KP e K3 apresentaram diferença 

significativa na viabilidade de bactérias láticas e leveduras (p<0,05) antes e após a submissão 

da bebida às condições gástricas (FG) no tempo zero, sendo a contagem inicial de 

aproximadamente 8,0 Log UFC.g-1, reduzida a aproximadamente 6,00 Log UFC.g-1 após a 

fase entérica II (FE2). Nos tempos subsequentes de estocagem, 7 e 14 dias, para KP e K3 

verificou-se um decréscimo na viabilidade dos microrganismos, com contagens próximas a 

5,0 Log UFC.g-1. Como a porção diária mínima de microrganismos probióticos viáveis que 

devem ser ingeridos para efeitos terapêuticos é de 108 a 109 UFC.g-1 (BRASIL, 2008; FAO, 

2001; SAAD, 2006), o consumo de 100 g diárias pode suprir as necessidades do consumidor 

logo após o preparo do produto.  

  Observou-se neste estudo que a contagem inicial de lactobacilos do kefir em todos 

quatro tratamentos estavam de acordo com o estabelecido pela legislação brasileira (BRASIL, 

2007) onde o mínimo exigido é de 107 UFC/g. 

 

 

Figura 3. Sobrevivência de bactérias láticas e leveduras presentes no kefir puro (KP) e no 

kefir com 3% de mel (K3) durante 14 dias de armazenamento sob refrigeração à 8 

°C em B.O.D. As barras brancas representam a viabilidade (VIAB.) da bebida sem 

ser submetida à simulação do trato gastrointestinal, seguida pelas barras que 

representam a fase gástrica (FG), fase entérica 1 (FE1) e fase entérica 2 (FE2). 
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  Fernandes et al. (2017) reportaram um comportamento similar ao analisarem extrato 

de soja fermentado com kefir. Após a simulação das condições gastrointestinais, a bebida 

fermentada apresentou contagens bacterianas de aproximadamente 4,0 Log UFC.g-1. 

  Resultado semelhante foi obtido por Bengoa et al. (2018) ao analisarem a 

sobrevivência de estirpes de Lactobacillus paracasei isolados do kefir, após simulação das 

condições gastrointestinais. Em todas as cinco estirpes de L. paracasei avaliadas, a etapa mais 

crítica foi a simulação gástrica, onde em todos os casos a viabilidade foi reduzida 

significativamente (p<0,05) apresentando decréscimo de pelo menos 1,5 ciclos Log. 

  Estudo in vivo realizado por Toscano et al., (2017), acerca da capacidade de 

Lactobacillus kefiri colonizar e modificar a microbiota intestinal de indivíduos saudáveis, 

verificou que após um mês de administração de L. kefiri, o mesmo pôde ser recuperado das 

fezes de todos os indivíduos participantes, com uma carga bacteriana de 105-106 UFC/g de 

fezes. Ressalta-se que a administração inicial se deu na forma de suspensão (5 gotas), a qual 

continha 1010 UFC, ou seja, não houve processo prévio de fermentação. Os autores 

observaram ainda que houve alteração nos principais filos constituintes da microbiota 

intestinal ao final do estudo. Após análise de todos os resultados obtidos, concluíram que L. 

kefiri possui alta capacidade de colonização intestinal. 

  Neste estudo, observou-se que o K3 apresentou aumento na viabilidade em relação ao 

KP apenas na FG aos 14 dias de armazenamento. Não houve diferença significativa na 

viabilidade após simulação da FE II entre as amostras nos diferentes tempos, sugerindo que a 

adição de 3% de mel não exerceu efeito prebiótico ao kefir.  

  Resultado diferente foi obtido por Shamala et al. (2000), em que após estudo in vivo, a 

fim de verificar o efeito estimulador do mel sobre o crescimento das bactérias ácido láticas, 

concluíram que o mel apresentou efeito prebiótico sobre as mesmas, aumentado a contagem 

em até 5 ciclos Log dependendo da estirpe analisada. Sob a mesma perspectiva, Fiorda et al. 

(2016) concluíram que o mel apresenta um bom potencial para a produção de bebidas 

probióticas, sendo capaz de aumentar a viabilidade de bactérias ácido láticas. Estudo realizado 

por Macedo et al. (2008) sobre o efeito prebiótico do mel sobre o crescimento e viabilidade de 

Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. em leite, verificou que o maior número de células 

viáveis de L. casei-01 e L. casei shirota (>9,0 Log UFC.mL-¹) foi observado nos cultivos 

contendo mel. O número de células viáveis de L. acidophilus, aos 46 dias de cultivo em mel 

foi significativamente maior que nos controles. Riazi; Ziar (2012), reportaram em seu estudo 

que em culturas associadas de estirpes de Bifidobacterium e Lactobacillus bulgaricus a 
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concentração de 5% de mel teve ao mesmo tempo efeito estimulatório sobre as bifidobactérias 

e inibitório sobre os lactobacilos. 

   Likotrafiti et al. (2015) em seu estudo in vitro, avaliaram a resistência à condições 

ácidas e aos sais biliares de Lactobacillus kefiri, isolado de grãos de kefir e verificaram que L. 

kefiri B6 não foi afetado pelos sais biliares, sendo que as contagens mantiveram-se estáveis 

em aproximadamente de 6,4 Log UFC. mL-1 por 6 h. 

   

5.4. Avaliação da aceitação sensorial  

 

  As amostras de kefir puro e kefir com 3% de mel apresentaram a mesma aceitação 

sensorial (p>0,05) para os atributos avaliados (Tabela 5). 

 

 Tabela 5 – Médias dos atributos sensoriais das amostras. 

 

Tratamentos 

 

Tempo 

(dias) 

Atributos sensoriais 

Sabor Textura Aroma Impressão 

Global 

Kefir puro 0 4,46±2.04 6,48±2.03 5,34±2.06 5,36±2.04 

7 4,16±2.17 5,70±1.92 4,66±1.97 5,04±1.91 

Kefir com 3% 

mel 

0 4,68±1.99 5,76±2.03 6,14±2.27 5,60±1.92 

7 4,62±1.75 5,94±1.85 5,44±2.12 5,68±1.63 

 

Verificou-se baixa aceitação sensorial da bebida avaliada através da escala hedônica 

de 9 pontos. No presente estudo foi possível visualizar que as pontuações variaram entre 4, 5 

e 6, o que na escala hedônica significa desgostei ligeiramente, indiferente e gostei 

ligeiramente, respectivamente. Tal fato se deu provavelmente pela acidez e pela ausência de 

adição de açúcar, constatado pela informação adicional de alguns julgadores. Além disso, uma 

possível explicação para a baixa pontuação seria o fato de não haver hábito em consumir 

bebidas com um sabor mais ácido e não adocicado. Resultado similar foi obtido por Puerari; 

Magalhães; Schwan (2012), ao analisarem a aceitação sensorial de uma nova bebida à base de 

cacau fermentada com grãos de kefir em diferentes condições de tempo e temperatura. Os 

autores constataram que a bebida foi bem aceita, exceto a bebida fermentada durante 48 e 72 

h a 25 °C, devido ao sabor ácido. 
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 Corroborando com o apresentado no presente estudo, Garcia et al. (2017) ao 

avaliarem a aceitabilidade de kefir sugeriram que acidez elevada e ausência de sacarose 

podem interferir negativamente na aceitação do produto. 

Por outro lado, Viana et al. (2017) ao avaliarem a aceitação sensorial de vinagre de 

maçã produzido a partir da fermentação de grãos de kefir, verificaram que o produto foi bem 

aceito. A análise compreendeu amostras de vinagre de maçã cultivadas com 10 e 20% de kefir 

e amostras de vinagre de maçã comercial. Não foram identificadas diferenças significativas 

entre todas as amostras de vinagre. 

Rocha et al. (2014), avaliaram sensorialmente “labneh” produzido com kefir. O 

produto teve boa aceitação considerando os atributos aparência, sabor, textura e impressão 

global, diferente do que foi observado no presente estudo. 

Estudo conduzido por Nogueira et al. (2016), no qual avaliou-se a aceitação sensorial 

de bebida produzida com grãos de kefir e polpa de açaí, não encontraram diferença 

significativa para os atributos cor, sabor, textura, doçura e impressão global entre as amostras. 

Resultado semelhante pôde ser verificado no presente estudo em que as amostras foram 

igualmente aceitas. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 A partir dos resultados verificou-se que o mel não exerceu efeito prebiótico para os 

microrganismos do kefir. Uma possível explicação poderia estar relacionada às características 

físico-químicas do mel, como alta pressão osmótica, baixa atividade de água, baixo pH, 

presença de peróxido de hidrogênio, dentre outros. 

 Em relação à qualidade microbiológica das bebidas fermentadas, observou-se que 

todas estavam dentro dos padrões de qualidade exigidos pela legislação vigente, encontrando-

se, portanto, seguras para consumo humano. 

 Para pH e acidez foi possível verificar que de acordo com o que é estabelecido pela 

legislação as bebidas fermentadas de kefir puro e kefir com 3% de mel no tempo zero 

encontravam-se dentro das determinações. No presente estudo, a diminuição do pH e acidez 

no decorrer do período de estocagem foi condizente com o observado por outros autores. 

 A viabilidade dos microrganismos de kefir em ágar MRS foi satisfatória em todas as 

amostras avaliadas principalmente no tempo zero, que seria o tempo ideal para consumo da 

bebida em se tratando de produção caseira. Aliado a isso, os resultados obtidos no ensaio in 

vitro simulando as condições gastrointestinais vêm salientar que os microrganismos presentes 

no kefir são capazes de resistir às condições adversas do trato gastrointestinal humano, 

chegando em número e condições viáveis no intestino humano, fato esse que poderia 

viabilizar uma possível colonização intestinal. Para verificar a colonização intestinal e 

exercício de efeitos benéficos esperados ao hospedeiro seriam necessários outros estudos 

comprobatórios. 

Houve baixa aceitação sensorial do produtos devido ao sabor ácido aliado à ausência 

de adição de açúcar, visto que, a baixa concentração de mel não foi capaz de suprir tal 

característica sensorial. 

 Por ser uma bebida de baixo custo, alto valor nutricional, probiótica (efeito relatado 

por outros autores) e de fácil acesso pela população, faz-se necessário outras pesquisas com 

kefir, especificamente sobre seu comportamento no trato digestivo humano.  
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8. ANEXOS 

 

ANEXO 1 – TABELA TESTE TUKEY 
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ANEXO – 2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

 

Você está sendo convidado(a) como voluntário(a) a participar da pesquisa “Efeito 

prebiótico do mel na viabilidade de lactobacilos presentes no kefir após simulação in 

vitro das condições gastrointestinais”. Nesta pesquisa, pretendemos Verificar o potencial 

prebiótico do mel na viabilidade de lactobacilos presentes no kefir e avaliar a resistência 

dos microrganismos contidos no produto simulando condições gastrointestinais in vitro. 

O motivo que nos leva a pesquisar esse assunto é devido aos benefícios encontrados no 

kefir e no mel, portanto, há necessidade de estudos que combinem esses alimentos, além 

de verificar a viabilidade dos microrganismos presentes no kefir combinado com mel e a 

resistência destes a passagem no trato gastrointestinal, objeto de estudo desta proposta. 

Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): O presente estudo será 

desenvolvido nos Laboratórios de Análise de Alimentos, Microbiologia de Alimentos e 

Análise Sensorial do Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos do Instituto 

Federal de Educação Ciência eTecnologia do Sudeste de Minas Gerais – Campus Rio 

Pomba (IF Sudeste MG – Campus Rio Pomba). 

Kefir será obtido por doação. Após obtenção, será cultivado no Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. O substrato 

escolhido para o cultivo dos grãos de kefir será o leite integral UHT, e a fonte de 

prebiótico testada será o mel, sendo que o leite e o mel serão obtidos do comércio local. 

A ativação dos grãos de kefir ocorrerá da seguinte forma: Serão inoculados 5% dos 

grãos de kefir em leite UHT deixando-se fermentar durante 18/24 horas. Em seguida os 

grãos serão separados da bebida, utilizando-se uma peneira e lavados com água 

destilada. A bebida produzida será armazenada sob refrigeração (4 a 8ºC) e os grãos 

que foram separados poderão ser utilizados para uma nova inoculação. Serão 

preparados quatro tratamentos: 1 - cultivo do kefir no leite sem adição de mel 

(controle); 2 – cultivo do kefir no leite com adição de 1% de mel; 3 – cultivo do kefir no 

leite com adição de 3% de mel; 4 – cultivo do kefir no leite com adição de 5% de 

mel. Será preparada uma solução de 50% p/v de mel, diluído em água destilada, que 

será submetida à  pasteurização a 78°C/6 minutos em banho - maria para eliminação de 

patógenos. Análises microbiológicas serão feitas nos quatro tratamentos para verificar 

se atendem aos padrões deidentidade e qualidade para kefir estabelecidos na legislação 

brasileira. Ao leite integral UHT será acrescido o mel nas diferentes concentrações a 

serem avaliadas (1, 3 e 5%), em seguida os tratamentos serão homogeneizados para 

posterior inoculação de 5% dos grãos de kefir previamente ativados . Após as 24 horas 

de fermentação os grãos de kefir serão separados da bebida produzida dos quatro 

tratamentos utilizando-se uma peneira e lavados com água destilada. A bebida 

probiótica será armazenada sob refrigeração (8ºC) durante 21 dias. As análises físico-

químicas e microbiológicas serão realizadas nos tempos 0, 7, 14, 21. Serão realizadas as 

seguintes análises microbiológicas: coliformes a 30 e 45°C , estafilococos coagulase 

positiva, Salmonella sp e contagem de bactérias láticas. Serão realizadas análises físico–

químicas nos quatro tratamentos propostos no estudo e ainda simulação in vitro das 

condições gastrointestinais. Será feita a análise sensorial por meio da aplicação da escala 

hedônica de nove pontos a 5% de probabilidade. Serão avaliadas as amostras dos quatro 

tratamentos produzidos, com a finalidade de verificar qual concentração de mel 

apresentará maior aceitabilidade pelos provadores. Serão recrutados pelo menos oitenta 

julgadores não treinados. O teste de aceitação será realizado no Laboratório de Análise 

Sensorial do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. Os julgadores serão conduzidos às 
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cabines individuais onde receberão amostras devidamente codificadas, copo com água 

para lavagem da boca (papilas gustativas) e fichas com a escala hedônica para devido 

preenchimento. Os julgadores deverão ser devidamente orientados acerca das condições 

para realização do teste e preenchimento da escala hedônica. Serão analisados os 

seguintes atributos: impressão global; coloração; aroma; consistência; acidez e sabor. 

Os dados obtidos serão submetidos à análise de variância (ANOVA) e comparação das 

médias, pelo teste de Tukey.  Para participar desta pesquisa, você não terá nenhum 

custo, nem receberá qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam 

identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, você tem assegurado o 

direito à indenização. Você será esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estará 

livre para participar ou recusar-se a participar e poderá retirar seu consentimento ou 

interromper sua participação a qualquer momento. Sua participação é voluntária e a 

recusa em participar não acarretará qualquer penalidade ou modificação na forma 

como é atendido (a) pelo pesquisador. Sua identidade será tratada com padrões 

profissionais de sigilo e não será identificado em nenhuma publicação. Os riscos 

envolvidos na pesquisa consistem em risco mínimo, isto é, o mesmo risco 

existente em atividades rotineiras.  A pesquisa contribuirá para a avaliação da 

viabilidade intestinal de kefir, bem como avaliar se o produto final apresentará boa 

aceitação sensorial. Os resultados desta pesquisa estarão à sua disposição quando 

finalizada. O nome ou o material que indique sua participação não será liberado sem a 

sua permissão. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficarão arquivados com o 

pesquisador responsável por um período de 5(cinco) anos, e após esse tempo serão 

destruídos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, 

sendo que uma será arquivada pelo pesquisador responsável e a outra será fornecida a 

você. 

 

Eu, __________________________________________________, portador(a) do 

documento de Identidade ____________________, fui informado(a) dos objetivos do 

presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dúvidas. Sei que a 

qualquer momento poderei solicitar novas informações e modificar minha decisão de 

participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi 

uma cópia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a 

oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 

__________________, ____ de ______________ de 20____ . 

 

  

Assinatura do(a) participante 

 

 

_____________________________________ 

Assinatura do(a) pesquisador(a)  

CONTATOS DO PESQUISADOR RESPONSÁVEL : 

Nome:  

Endereço:  

CEP: ..................  / CIDADE – MG 

Fone: (32) ............... 

E-mail: ......... 

Em caso de dúvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, você poderá 

consultar: 




