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RESUMO

0 presente trabalho foi realizado no Centro Federal de Educagéo Tecnoldgica de Minas
Gerais e teve como objetivo analisar o potencial probidtico de cepas bacterianas isola-
das de kefir de leite. O kefir ¢ uma bebida fermentada geralmente em leite e seus graos
sdo associacgdes simbidticas de microrganismos, dentre eles bactérias acido acéticas e
acido lacticas. Ja foram observados diversos beneficios a microbiota intestinal devido
ao consumo de kefir. Inicialmente, 11 cepas bacterianas provenientes de uma amostra
de kefir foram isoladas e caracterizadas quanto a morfologia. Os isolados foram sub-
metidos a testes de termotolerancia, simulagdo do ambiente gastrico, resisténcia aos
sais biliares e teste de inibigdo in vitro. Os resultados mostraram que todas as culturas
bacterianas possuem bom crescimento na temperatura corporal dos mamiferos de
37°C. Entretanto, mesmo sendo resistente aos sais biliares, a maior parte das bactérias
testadas ndo apresentou grande numero de sobreviventes a simulagdo do ambiente
gastrico. Por fim, nenhum dos isolados produziu substancias inibidoras contra os pato-
genos testados. Portanto, as bactérias isoladas de kefir cultivado em leite e testadas no

EDUCAGAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA - VOL. 02
ISBN: 978-85-61702-93-9

129



V> S5
‘C educacao
presente experimento ndo possuem alto potencial probidtico para o desenvolvimento
de um alimento funcional. E importante ressaltar que este trabalho néo utilizou testes
de identificagdo especificos para determinar a identidade das bactérias isoladas de
kefir.
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INTRODUCAO

saudavel por parte dos consumidores iniciou um movimento crescente de

busca por alimentos mais saudaveis e seguros que auxiliam no funciona-
mento do organismo, reduzindo o risco de doencas e proporcionando melhor
qualidade de vida (SANTOS et al,, 2020). O conceito de alimento funcional surgiu
no Japdo, na década de 1990 (STRINGHETA et al., 2007; GIUNTINI,2017; SILVEIRA
et al, 2009), e é definido pelo International Institute of North America (ILSI) como
sendo alimentos que, devido aos seus componentes hioativos, provocam beneficios
a salde das pessoas em adigdo a proporcionar nutricdo basica (GIUNTINI, 2017
SILVEIRA et al,, 2009).

No Brasil, ndo ha legislacdo que defina o conceito de alimento funcional
(SILVEIRA et al., 2009), mas alguns alimentos reconhecidos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na lista das alegagdes de propriedade funcional ou
de salde, atualizada em 2016 (ANVISA, 2016). Além disso, em 2013, segundo dados
da Euromonitor Internacional (2013; SANTOS et al., 2012), o Brasil foi responsavel
por cerca de USS 14,6 hilhdes no mercado de alimentos funcionais, liderando a
tendéncia de crescimento da América Latina no setor desses produtos (SANTOS et
al., 2012).

Portanto, nota-se um potencial crescimento no consumo de alimentos fun-
cionais no Brasil e em todo o mundo (PAZZO, 2012 apud SANTOS et al,, 2019).
Esses alimentos podem ser classificados de acordo com os componentes bioativos
neles presentes (KOMATSU, BURITI e SAAD, 2008 apud COSTA et al., 2013) que s&o
capazes de exercer efeitos benéficos sobre a composicdo da microbiota intestinal
(KOMATSU, BURITI e SAAD, 2008 apud SANTOS et al., 2019). Dentre esses compo-
nentes, se encontram 0s microrganismos probidticos.

Os probidticos, cujo significado é “a favor da vida" de etimologia grega
(GUARNER et al. 2005; REIS, 2016), sdo introduzidos por Lilley e Stillwell em 1965
(ALMEIDA, 2007) e definidos por Gibson and Roberfroid, 1995, como sendo micror-
ganismos produzidos em larga escala, capazes de permanecer estaveis e vidveis na
microbiota intestinal e de promover beneficios ao hospedeiro. Segundo Champagne,
Gardner e Roy (2005), tais culturas tém se destacado, principalmente, na industria
de laticinios em paises como o Japao, onde bactérias acido-laticos, incluindo B.
longum, estdo entre as 12 categorias de ingredientes promotores da salde, além

O aumento no nivel de consciéncia sobre os beneficios de uma alimentagéo
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de serem reconhecidas por regular a microbiota intestinal e promover melhores
condi¢des gastrointestinais. Tendo em vista a evolugdo do conhecimento sobre
o papel dos componentes fisiologicamente ativos dos alimentos (BADARO et al.,
2008) e a importancia dos probiéticos na promog&o da sadde (SANTOS et al., 2011),
os alimentos com probidticos se tornaram alvos de muitos estudos e experimentos
que possibilitaram um grande avango no desenvolvimento desse tipo de alimento
funcional.

Verifica-se que os beneficios trazidos pelos microrganismos probiéticos
estdo relacionados diretamente ao tipo de cepa. As bactérias lacticas, conceitua-
das por Hayek e Ibrahim (2013 apud ALMEIDA, 2017, p. 12) como “microrganismos
Gram-positivos, em forma de cocos ou bacilos ndo esporulados, catalase-ne-
gativos, aerdbicos facultativos ou anaerdbios, que produzem dcido latico como
principal produto da fermentacgao de carboidratos’, sdo as principais representantes
dos probidticos. Desse grupo, destacam-se as bactérias do género Lactobacillus
e Bifidobacterium, seguidas, em menor escala, das bactérias Enterococcus fae-
cium e Streptococcus thermophilus (KLAENHAMMER, 1999). Dentro dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, as espécies reconhecidas como probidticas pela
ANVISA sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus
casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus
paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis
(incluindo a subespécie B. lactis) e Bifidobacterium longum (SANTOS, 2011 apud
SANTQS, 2012).

0O beneficio do consumo de probidticos, para muitos autores, € a prevengao
de doengas, evitando assim a “terapéutica medicamentosa’. Seguindo a mesma
premissa, Kerry et al. (2018) afirmam que os probidticos apresentaram respostas
positivas em tratamentos de diversas doencas como diarreia associada ao rotavi-
rus, sindrome do intestino irritavel, alergias a comidas e na prevencéo de diabetes,
obesidade, cancer e doengas que envolvem patdgenos.

Nesse sentido, uma das caracteristicas mais benéficas dos probidticos € a
acao anti patogénica, a qual atua inibindo a perturbagao ou alteragdo na composigao
da microbiota intestinal, diferentemente dos antibidticos. Segundo Tejero-Saarinen
et al. (2013, p.60-5 apud KERRY et al,, 2018, p. 930), os probidticos inibem o cresci-
mento de patdgenos através da producgéo de dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)
como 4cidos acético, butanoico e latico. Esses dcidos agem de diferentes formas na
morte celular da célula alvo, sendo elas: despolarizacao do potencial da membrana,
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desnaturalizagdo das enzimas celulares e reducdo do pH. Além de produzir com-
postos que afetam diretamente microrganismos patdgenos, 0s probidticos também
estimulam o sistema imunolégico de defesa do hospedeiro (KERRY et al., 2018).
Portanto, pode-se afirmar que, além dos beneficios trazidos a microbiota intestinal,
0s probidticos também possuem potencial para serem usados na area de biomedi-
cina no desenvolvimento de medicamentos que nao atuem com uma forte pressao
seletiva, como € o caso dos antibiticos.

O kefir é uma bebida viscosa, levemente carbonatada, popularmente feita
com leite, que contém uma pequena quantidade de alcool (menos de 2% por volume)
(ACIK et al., 2020), como &lcool etilico, isoamilico e acetona, CO2 e uma variedade
de AGCC, aldeideos (GUVEN e GULMEZ, 2003; MOREIRA et al. 2008). Os grdos de
kefir sdo associagoes simbidticas de culturas de leveduras e espécies de fungos
miceliais (WITTHUHN, et al., 2005; CASSANEGO, 2017).

Devido a diversidade microbioldgica presente nos graos de kefir, hd um
grande potencial probidtico relacionado a sua utilizagdo (MOREIRA et al,, 2008).
Diversos estudos realizados apontam os beneficios do consumo de kefir, entre eles
a reducdo do estresse (MOREIRA et al., 2008), agdo antimicrobiana (RODRIGUES et
al., 2005; DIAS et al. 2016), agdo antitumoral (DIAS et al.,, 2016), agdo anti-inflamaté-
ria (MOREIRA et al., 2008), manutengdo da microbiota intestinal (MARQUINA et al,,
2002; DIAS et al,, 2016), entre outros.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial probidtico das culturas
de bactérias isoladas do kefir selvagem de cultivo em leite por meio de experimen-
tos in vitro para simular as condicdes do trato gastrointestinal humano (pH 4acido,
enzimas digestivas, resisténcia aos sais biliares e capacidade de crescer na tempe-
ratura corporal).

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial probiético das culturas
de bactérias isoladas do kefir selvagem de cultivo em leite para o desenvolvimento
de um alimento funcional.

METODOLOGIA

Os graos de kefir foram adquiridos por doagao e tiveram origem de uma cul-
tura ja utilizada como produto probiético pelo doador, em Belo Horizonte - MG. Além
disso, foi adquirido leite UHT Integral no mercado local (Belo Horizonte, MG). Os
graos de kefir selvagem foram ativados e cultivados durante alguns meses até que
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fosse possivel realizar os ensaios de fermentacdo. Dessa forma, quando iniciados
os testes, ndo foi necessario reativa-los por se tratar de uma amostra in natura.

CULTIVO EM LEITE

Os grdos de kefir selvagem foram coados e lavados com agua destilada.
Inoculou-se 25g dos grdos em 500 mL de leite UHT integral (5% m/v) em um reci-
piente de vidro (erlenmeyer), o qual foi incubado a temperatura ambiente por 24h.

Uma amostra de 25g da bebida fermentada em leite foi adicionada a 225mL
de agua peptonada 0,1% para diluicdo, garantindo que a porcdo removida posterior-
mente fosse referente a todo 0 material.

PLAQUEAMENTO

Aliguotas de 100 uL da diluicdo foram inoculadas em placas de Petri con-
tendo dgar nutriente e dgar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe), meio seletivo para
Lactobacillus spp., e espalhadas uniformemente com uma alca de Drigalski (pla-
queamento em superficie). As placas foram incubadas invertidas em aerobiose a
26°C no periodo de 24-48h.

ANALISE MORFOLOGICA

Apds o periodo de incubagao, foi feita a andlise das colbnias crescidas em
agar nutriente e dgar MRS buscando caracterizar os diferentes morfotipos presen-
tes. Os parametros analisados foram: forma (circular ou irregular), bordo (liso ou
recortado), aspecto (homogénea ou heterogénea), tamanho e cor. Realizou-se tam-
bém o método de coloragdo de Gram, permitindo a observagdo em microscopio
Optico das caracteristicas morfoestruturais dos microrganismos encontrados.

TRIAGEM DE TERMOTOLERANCIA
As culturas foram reativadas em seus respectivos caldos (MRS ou nutriente)

e foram incubadas a temperatura de 37°C (temperatura corporal interna dos mami-
feros), durante o periodo de 48-72h. Considerou-se positivos 0s tubos cujos meios
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de cultura apresentaram turvagao. Excluiu-se as amostras que ndo apresentaram
crescimento nesse intervalo de tempo por serem inadequadas para uso probiético.

SIMULACAO DO AMBIENTE GASTRICO E RESISTENCIA AOS SAIS
BILIARES

A simulagdo das condigdes gastrointestinais das culturas cultivadas em cal-
dos MRS e nutriente foi realizada pelo método in vitro de CHARTERIS et al. (1998
apud MARTINS, 2004). Aliquotas de 1 mL foram submetidas a centrifugagdo de
3000 rpm durante 5 minutos e lavadas trés vezes em solucéo salina tamponada com
fosfato (0,5% m/v para bactérias e 0.85% para leveduras), pH 7,0 (CHARTERIS et al.,
1998; MARTINS, 2004). Ao meio gastrico, adicionou-se pepsina (3 g/L), NaCl (5 g/L)
e solucdo de HCI 1M para o ajuste do pH para 2,0 e incubagdo das células coletadas
a 37°C durante 60 minutos. Apds esse periodo, realizou-se o plaqueamento de pro-
fundidade em dgar MRS ou nutriente e as placas foram incubadas a 37°C durante
48-72h para contagem dos sobreviventes em meio géstrico (MARTINS, 2004).

RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES

Foi também realizado o teste de resisténcia aos sais biliares, reativando as
cepas em caldos MRS e nutriente incubados a 37°C por 48h. Aliquotas de 1 mL (con-
centragdo superior a 9 log UFC) das amostras foram coletadas, lavadas trés vezes
com solugdo salina tamponada com fosfato e inoculadas em tubos contendo 9 mL
de caldos MRS ou nutriente suplementados com oxigall. Esses foram incubados a
37°C durante 1 hora e, posteriormente, diluidos adequadamente ao meio de cultura e
incubados em anaerobiose a 37°C por 48h. Finalmente, fez-se a verificagao da tole-
rancia a bile pela contagem em placas com &gar MRS e nutriente (TUSSOLINI, 2009).

TESTES DE INIBICAO IN VITRO: DETERMINACAO DA
PRODUCAO DE SUBSTANCIAS ANTAGONISTAS CONTRA
ENTEROPATOGENOS

As bactérias consideradas termotolerantes e resistentes as simulagdes gas-
trointestinais (pH dcido e resisténcia aos sais biliares) foram testadas em relagéo a
capacidade de producao de substancias antagonistas. O teste in vitro para verificar
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a producao de substancias inibitorias difusiveis foi realizado através do método de
difusdo em dupla camada (NARDI et al., 1999; SILVA et al., 2001). Uma micro-gota
de 5 pL de cada cultura bacteriana crescida em caldos MRS e nutriente por 24-48h
a 37°C foi colocada no centro de uma placa contendo dgar MRS ou nutriente. Apés
a incubacgao durante 48 horas em aerobiose, a 37°C, as placas foram colocadas em
posicdo invertida e em cada tampa foi colocado 1 mL de cloroférmio para eliminar
as células dos microrganismos que cresceram e possibilitar apenas a presenca das
possiveis substancias inibidoras. Depois de 30 minutos, as placas foram abertas
para evaporagao do cloroférmio residual e uma sobrecamada de 3,5 mL de agar BHI
semi-soélido (0,7% de dgar) acrescido de 10 pL de uma cultura de bactéria reveladora
foi colocada sobre o dgar. Todos 0s microrganismos reveladores foram previamente
ativados duas vezes, sendo crescidos por 24-48h a 37°C em caldo BHI. Apds incu-
bacdo das placas a 37°C por 24-48 horas, foi feita a leitura de possiveis halos de
inibigdo. O critério de determinagao dos resultados foi a presenga ou auséncia do
halo de inibigéo, independente do seu tamanho. Os experimentos foram realizados
em duplicatas e o diametro dos halos foi medido com paquimetro digital.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista que a microbiota presente no kefir pode sofrer alteragdes
devido a diversos fatores, foram selecionados 5 morfotipos a partir do meio
nutriente. As caracteristicas morfoculturais predominantes nas culturas isoladas
foram: forma irreqular, bordo liso, aspecto homogéneo, tamanho pequeno e cor
branca ou transparente (Tabela 1).

Tabela 1 - Analise morfolégica de isolados obtidos a partir de uma amostra plaqueada de kefir de
leite em meio nutriente

Al irregular liso homogéneo pequeno esbranquigada e opaca
A2 circular liso homogéneo médio branca

A3 circular liso homogéneo grande branca

A4 irregular liso homogéneo pequeno transparente

A5 irreqular recortado homogéneo pequeno transparente

Sendo A cddigo para as culturas crescidas em meio de cultura nutriente
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Posteriormente, decidiu-se repetir o processo de plagueamento em meio
nutriente e em meio MRS, meio seletivo para Lactobacillus spp, no intuito de iden-
tificar bactérias diferentes das isoladas no primeiro momento. Portanto, foram
selecionados mais 8 morfotipos, sendo 3 das placas de dgar nutriente e 5 das pla-
cas de agar MRS. Esses isolados foram analisados pelo microscopio dptico apos
0 teste de coloragdo de Gram, juntamente com o0s isolados obtidos anteriormente
(Tabela 2).

Tabela 2 - Analise das caracteristicas morfoldgicas dos isolados obtidos a partir de uma amostra
plaqueada de kefir de leite em meio nutriente e meio MRS apds a coloragdo de Gram

Al Bastonetes Gram-negativos
A2 Bastonetes Gram-negativos
A3 Bastonetes Gram-negativos
Ad Bastonetes Gram-negativos
A5 Bastonetes Gram-negativos
B1 Indefinido

B2 Cocobacilus Gram-positivos
B3 Cocobacilus Gram-negativos
M1 Células grandes Gram-positivas
M2 Gram-positivas

M3 Indefinido

M4 Células antigas com pouca coloragao
M5 (M4.1 e M4.2) Indefinido

Sendo A e B cadigos para as culturas crescidas em meio de cultura nutriente e M para as culturas cres-
cidas em meio seletivo MRS.

Apesar da expectativa inicial de encontrar majoritariamente bactérias lacticas
por se tratar de grdos de kefir de leite, observa-se pelos resultados apresentados
na Tabela 2 que 6 isolados foram caracterizados como Gram-negativos, impossibi-
litando a hipdtese de serem bactérias lacticas.

Estudos realizados por Miguel (2009) constataram a presenga de grupos
de bactérias do género Acetobacter syzygii em graos de kefir coletados em Santa
Catarina. Portanto, infere-se que os isolados Al, A2, A3, A4, A5 e B3 podem ser
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bactérias acido-acéticas do género Acetobacter, caracterizadas por serem basto-
netes Gram-negativas.

Ja os isolados B2, M1 e M2 podem ser bactérias lacticas, enquanto B1, M3,
M4 e M5 ndo foram classificados devido as dificuldades de visualizagéo das colora-
¢Oes e caracteristicas morfoldgicas no microscopio optico.

Desses classificados como indefinidos, todos foram descartados com exce-
¢ao doisolado M4 que foi mantido em razao da presenca de dois grupos bacterianos
distintos na amostra, 0s quais foram purificados e classificados como M4.1 e M4.2.

Deste modo, enfatiza-se a necessidade de testes de identificagdo especificos
para 0s microrganismos isolados das amostras de kefir tais como técnicas mole-
culares como PCRDGGE (Reagdo em Cadeia de Polimerase - Eletroforese em Gel de
Gradiente Desnaturante) (GARBERS et al,, 2004) para conhecer com mais precisdo
a identidade das bactérias analisadas.

TERMOTOLERANCIA

Para serem classificadas como probidticas, as bactérias devem ter a capa-
cidade de crescer em temperatura corporal de mamiferos terrestres, sendo esta
37°C. Dessa forma, todas as bactérias isoladas foram crescidas em seus respecti-
vos meios de cultura e incubadas a 37°C. Como mostra a Tabela 3, o resultado do
teste de termotolerancia mostrou que todas as 11 culturas isoladas tiverem um bom
crescimento, ou seja, permaneceriam viaveis dentro dos hospedeiros mamiferos.

Tabela 3 - Teste de termotolerancia. Culturas bacterianas crescidas a 37°C

Al +
A2 +
A3 +
A4 +
A5 +
B2 +
B3 +
M1 +
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M2 +
M4.1 +
M4.2 +

Sendo A e B cadigos para as culturas crescidas em meio de cultura nutriente e M para as culturas cres-
cidas em meio seletivo MRS.

SIMULAGCAO DO AMBIENTE GASTRICO E RESISTENCIA AOS SAIS
BILIARES

As bactérias consideradas probidticas também precisam ter resisténcia
ao pH dcido do sistema gastrico do organismo e a atividade dos sais biliares e
permanecer em nimeros elevados para que possam exercer seu efeito benéfico.
Na Tabela 4 apresenta-se o0 numero de bactérias sobreviventes a simulacdo do
ambiente gastrico nas duas placas de Petri, uma vez que o teste foi realizado em
duplicata. Percebe-se que todos os isolados apresentaram baixo numero de sobre-
viventes, exceto o isolado A5.

Tabela 4 - Contagem dos sobreviventes ao teste de simulagdo do ambiente gastrico

Al 7 g 2
A2 7 5 1
A3 7 5 9
A4 7 10 3
A5 7 115 19
B2 7 2 3
B3 7 0 0
M1 7 58 18
M2 7 15 14
M4.1 7 21 12
M4.2 7 4 Il

Sendo A e B cadigos para as culturas crescidas em meio de cultura nutriente e M para as culturas cres-
cidas em meio seletivo MRS.
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Na Tabela 5 estdo contidos os resultados da contagem de sobreviven-
tes em relacdo ao teste de resisténcia aos sais biliares nas duas placas de Petri.
Diferentemente da simulagdo gastrointestinal, a maioria das culturas bacterianas
isoladas apresentaram um elevado nimero de sobreviventes, exceto os isolados M2
e M4.1. Os isolados M1, M2, M4.1 e M4.2 foram deixados na incubadora por mais
tempo, pois nos primeiros 2 dias ndo foi possivel ver crescimento bacteriano.

Tabela 5 - Contagem dos sobreviventes ao teste de resisténcia aos sais biliares

A1 2 +257 988
A2 2 45 313
A3 2 +186 257
A4 2 284 +266
A5 2 84 +988
B2 2 448 +529
B3 2 +088 +988
M1 7 13 95
M2 7 1 0
M4.1 7 240 6
M4.2 7 1 6

Sendo A e B codigos para as culturas crescidas em meio de cultura nutriente e M para as culturas cres-
cidas em meio seletivo MRS.

Sendo assim, pode-se inferir que, apesar das bactérias isoladas dos graos de
kefir possuirem alta resisténcia aos sais hiliares, elas ndo conseguiriam sobreviver
em grande numero nas condigdes adversas do ambiente gastrointestinal dos hos-
pedeiros mamiferos.

5.4 TESTES DE INIBICAO /N VITRO: DETERMINACAO DA
PRODUCAO DE SUBSTANCIAS ANTAGONISTAS CONTRA
ENTEROPATOGENOS

O objetivo do teste de inibicdo in vitro foi constatar a presenca de substan-
cias inibidoras produzidas pelas bactérias isoladas contra patdgenos reveladores.
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Todos os 11 isolados foram testados para 5 patdgenos, sendo eles: Salmonella,
Escherichia coli, Listeria, Enterococcus e Candida.

Infelizmente, ndo foi observada a formagdao de halos de inibigdo por nenhum
dos isolados contra nenhum dos patégenos utilizados como reveladores. E impor-
tante ressaltar que os resultados definidos como inconclusivos na Tabela 6, indicam
que nao foi possivel constatar se a bactéria em questado produzia substancias inibi-
doras devido a problemas de solidificagdo do meio semi-sélido BHI durante o teste.

Tabela 6 - Resultados (didmetros de halos de inibigdo em milimetros) do antagonismo in vitro das
culturas bacterianas selecionadas contra enteropatégenos.

Cultura bacteriana Salmonela E. Coli Listeria Candida Enterococcus
Al 0 0 . - 0
A2 0 0
A3 0 0 0
A4 0 0 0 0
A5 0 0 0 0
B2 0 0 0 0
B3 0 0
M1 = = = 0
M2 = = 0 0 0

M4.1
M4.2 = = = = 0

---inconclusivo; 0: auséncia de halo

CONSIDERACOES FINAIS

Segundo Bengoa et. al. (2018), nos gréos de kefir de leite existe um predomi-
nio de bactérias lacticas (108-109 UFC/g), acompanhadas por leveduras (107-108
UFC/g) e bactérias &cido-acéticas (105-106 UFC/g). Portanto, espera-se encontrar
principalmente bactérias lacticas do género Lactobacillus e Lactococcus. A micro-
biota presente no kefir pode sofrer alteragoes de acordo com varios fatores como
métodos de cultivo de graos, condigdes de manipulacdo higiénica, técnicas de pre-
servagao e origem dos graos. Sendo assim, baseando-se no estudo feito por Miguel
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(2009) em que foi feita a identificagdo de microrganismos isolados de grdos de
kefir oriundos de diferentes localidades, a expectativa para o presente trabalho foi
encontrar espécies Lactobacillus.

Tendo em vista que 0s microrganismos citados acima ja possuem um histo-
rico de uso como probidticos, ja que apresentaram um desempenho positivo nos
testes de termotolerancia, simulagdo do ambiente gastrico e resisténcia aos sais
biliares e inibicdo in vitro. Embora o kefir seja uma bebida facil de ser produzida
de forma artesanal, a criagdo de produtos a base de kefir se apresenta como um
campo atrativo para as industrias e para area de desenvolvimento de produtos
alimenticios, sendo uma alternativa para 0 aumento do consumo e promocao da
salde, ja que nem todos possuem condicdes e tempo para o cultivo de kefir em
casa. Portanto, pretende-se que o presente trabalho se torne uma referéncia para
pesquisas futuras que visem o desenvolvimento de um alimento funcional a partir
de tais microrganismos isolados do kefir.
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