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RESUMO 

O kefir é uma bebida fermentada por bactérias e leveduras, que apresenta diversidade 

microbiana promissora para o isolamento de microrganismos com propriedades benéficas à 

saúde, incluindo aqueles capazes de modular o perfil lipídico. O isolamento de novas cepas 

pode ampliar a oferta de culturas iniciadoras e colaborar com o desenvolvimento de novos 

produtos fermentados para atender às tendências do mercado, com destaque para os alimentos 

funcionais plant-based. Assim, o objetivo do presente estudo foi isolar, identificar e 

caracterizar bactérias ácido-láticas presentes em grãos de kefir, avaliando sua segurança e 

funcionalidade, com ênfase na atividade redutora de colesterol. Ainda, as cepas isoladas 

foram testadas como culturas iniciadoras na elaboração de uma bebida fermentada à base de 

extrato hidrossolúvel de soja. Inóculos de grãos de kefir provenientes de Araraquara–SP e 

Uberaba–MG foram cultivados em leite integral UHT (1:100 m/v; 30 °C) até atingirem pH 

4,5 ± 0,2. Para o isolamento de bactérias ácido-láticas, as amostras foram diluídas e 

plaqueadas em ágar MRS, MRS-CLI e M17 (incubação a 37 °C, por 48 h, sob condições 

anaeróbias). Colônias morfologicamente distintas foram isoladas e repicadas para obtenção de 

culturas puras, sendo posteriormente submetidas aos testes de coloração de Gram e catalase, 

para caracterização preliminar. A identificação bacteriana foi realizada por MALDI-TOF MS 

e as bactérias pertencentes a espécies diferentes foram avaliadas quanto à segurança 

(atividade hemolítica e suscetibilidade a antibióticos), simulação gastrointestinal in vitro, 

hidrofobicidade da superfície celular, propriedades redutoras de colesterol in vitro, atividade 

antagonista contra microrganismos de importância para alimentos e capacidade de fermentar 

extrato hidrossolúvel de soja. O pH, acidez titulável, composição proximal, segurança 

microbiológica e a viabilidade das bactérias ácido-láticas antes e após o processamento da 

bebida foram avaliados. Um total de 109 colônias foram isoladas da microbiota de kefir, 

incluindo 35 bactérias Gram-positivas e catalase-negativas. Nos grãos de Araraquara–SP, 

foram identificados Enterococcus durans (6), Enterococcus faecium (4) e Lentilactobacillus 

kefiri (1). Nos grãos de Uberaba–MG, foram encontrados Enterococcus faecium (22), 

Lentilactobacillus kefiri (1) e Lactococcus lactis (1). Os resultados mostraram que apenas a 

cepa L. lactis não resistiu às condições gastrointestinais simuladas, mas apresentou forte 

potencial para reduzir o colesterol (67,35%) e ação da enzima hidrolase de sais biliares. As 

cepas de L. kefiri exibiram alta hidrofobicidade (64 - 55%). A avaliação de segurança revelou 

que nenhuma das cepas exibiu atividade hemolítica e todas foram suscetíveis a cinco 

antibióticos de relevância clínica. Apenas E. durans apresentou atividade antibacteriana, 

 



inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Listeria monocytogenes 

ATCC 7644. As cepas L. lactis e L. kefiri demonstraram-se mais eficientes na fermentação do 

extrato hidrossolúvel de soja, conforme evidenciado pelo tempo de redução do pH e produção 

de ácido lático. Entre as bactérias ácido-láticas isoladas, L. lactis e L. kefiri apresentaram os 

resultados mais promissores, considerando a sua capacidade de fermentar o extrato 

hidrossolúvel de soja e o seu potencial para promover a saúde do hospedeiro. 

Palavras-chave: alimentos funcionais; bebidas fermentadas; colesterol; plant-based; soja. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Kefir is a beverage fermented by bacteria and yeasts that exhibits promising microbial 

diversity for the isolation of microorganisms with health-beneficial properties, including those 

capable of modulating the lipid profile. The isolation of new strains can expand the 

availability of starter cultures and contribute to the development of new fermented products to 

meet market trends, particularly plant-based functional foods. Thus, the aim of this study was 

to isolate, identify, and characterize lactic acid bacteria present in kefir grains, evaluating their 

safety and functionality, with emphasis on cholesterol-lowering activity. Furthermore, the 

isolated strains were tested as starter cultures in the preparation of a fermented beverage based 

on water-soluble soy extract. Kefir grain inocula from Araraquara–SP and Uberaba–MG were 

cultured in UHT whole milk (1:100 w/v; 30 °C) until reaching pH 4.5 ± 0.2. For the isolation 

of lactic acid bacteria, samples were diluted and plated on MRS, MRS-CLI, and M17 agar 

(incubation at 37 °C for 48 h under anaerobic conditions). Morphologically distinct colonies 

were isolated and subcultured to obtain pure cultures, which were subsequently subjected to 

Gram staining and catalase tests for preliminary characterization. Bacterial identification was 

performed by MALDI-TOF MS, and strains belonging to different species were evaluated for 

safety (hemolytic activity and antibiotic susceptibility), in vitro gastrointestinal simulation, 

cell surface hydrophobicity, in vitro cholesterol-reducing properties, antagonistic activity 

against food-relevant microorganisms and ability to ferment water-soluble soy extract. pH, 

titratable acidity, proximate composition, microbiological safety and viability of lactic acid 

bacteria before and after beverage processing were evaluated. A total of 109 colonies were 

isolated from the kefir microbiota, including 35 Gram-positive and catalase-negative bacteria. 

In grains from Araraquara–SP, Enterococcus durans (6), Enterococcus faecium (4) and 

Lentilactobacillus kefiri (1) were identified. In grains from Uberaba–MG, Enterococcus 

faecium (22), Lentilactobacillus kefiri (1) and Lactococcus lactis (1) were found. The results 

showed that only L. lactis did not survive the simulated gastrointestinal conditions, however, 

it exhibited strong potential for reducing cholesterol (67.35%) and bile salt hydrolase enzyme 

activity. The L. kefiri strains showed high hydrophobicity (64-55%). Safety assessment 

revealed that none of the strains exhibited hemolytic activity and all were susceptible to five 

clinically relevant antibiotics. Only E. durans showed antibacterial activity, inhibiting the 

growth of Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Listeria monocytogenes ATCC 7644. L. 

lactis and L. kefiri proved to be more efficient in water-soluble soy extract fermentation, as 

evidenced by the pH reduction time and lactic acid production. Among the lactic acid bacteria 
 



isolated, L. lactis and L. kefiri presented the most promising results, considering their ability 

to ferment water-soluble soy extract and their potential to promote host health. 

 

Keywords: functional foods; fermented beverages; cholesterol; plant-based; soy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Obesidade, doenças cardiovasculares e diabetes mellitus são exemplos de doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT). Caracterizadas por um curso prolongado, resultante de 

fatores genéticos, fisiológicos e comportamentais, incluindo alimentação, vício em tabaco, 

consumo excessivo de bebidas alcoólicas e sedentarismo (Figueiredo; Ceccon; Figueiredo, 

2021). 

A ingestão frequente de alimentos com alto teor de açúcar, sal e gordura saturada 

é um dos principais fatores de risco modificáveis associados às DCNT, podendo resultar em 

alterações no colesterol sanguíneo, que favorecem o desenvolvimento de processos 

ateroscleróticos e de outras doenças cardiovasculares (Zio et al., 2024).  Anualmente, cerca de 

17 milhões de pessoas com menos de 70 anos falecem precocemente, vítimas de DCNT 

(WHO, 2023). Somente as doenças cardiovasculares acometeram cerca de 55,5 milhões de 

pessoas no mundo em 2019, e no Brasil, 41% das mortes de indivíduos com idades entre 30 e 

69 anos foram causadas por DCNT no mesmo período (Afshin et al., 2019; Brasil, 2023).  

Seguindo as recomendações da Organização das Nações Unidas (ONU) para 

atingir os Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS), assegurar uma vida saudável e 

promover o bem-estar (ODS 3) englobam a meta de reduzir a mortalidade prematura por 

DCNT, mediante ações de prevenção e tratamento (Brasil, 2022). A promoção da saúde 

através da alimentação tem se mostrado uma forma segura e conveniente, agregando 

benefícios à qualidade de vida e contribuindo para a redução do risco de DCNT. Neste 

contexto, destaca-se o mercado de alimentos funcionais, descritos como alimentos que podem 

promover benefícios à saúde além da nutrição básica, incluindo frutas com alto teor de 

antioxidantes, óleos ricos em ácidos graxos poli-insaturados da família ômega 3, alimentos 

contendo microrganismos probióticos, entre outros (Jan et al., 2023). 

Probióticos são definidos como “microrganismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro” 

(FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014). Deve-se ressaltar que os efeitos desses microrganismos 

são cepa específicos, ou seja, não é esperado que uma única cepa apresente todos os 

benefícios à saúde já documentados, como estimulação imunológica, alívio em sintomas de 

alergias, atividade anticancerígena, controle do diabetes, atividade antioxidante e redução do 

colesterol sérico (Gu et al., 2023; Pessôa et al., 2019; Shokryazdan et al., 2017). 

Especificamente em relação à modulação do perfil lipídico, estudos demonstraram o efeito 

hipocolesterolemiante de diferentes espécies como: Lactiplantibacillus plantarum (Frappier et 
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al., 2022); Lacticaseibacillus casei (Widodo et al., 2021); Lactobacillus acidophilus (Frappier 

et al., 2022); e Lacticaseibacillus rhamnosus (Zafar et al., 2022).   

Os microrganismos probióticos podem ser adicionados diretamente aos alimentos 

ou utilizados como culturas iniciadoras em produtos fermentados (Nithya et al., 2023). O 

consumo de alimentos fermentados tem aumentado à medida que as pessoas se tornam mais 

conscientes dos potenciais benefícios que esses alimentos oferecem (Zio et al., 2024). O kefir, 

bebida fermentada por uma biomassa simbiótica de bactérias e leveduras, apresenta uma vasta 

microbiota, favorecendo o isolamento de microrganismos probióticos com diferentes papéis 

na promoção da saúde, além de responder ao interesse da indústria para a produção de novos 

alimentos fermentados (Nithya et al., 2023; Spizzirri et al., 2023). 

Paralelamente, Petersen (2022) ressalta que a venda de bebidas plant-based deve 

representar 30% do mercado global de leite até 2026. Essa tendência impulsiona a escolha por 

alimentos com adequado valor nutricional, que proporcionam uma experiência sensorial 

positiva, aliada à praticidade, qualidade e sustentabilidade (ITAL, 2020). Estudos sugerem 

que uma dieta baseada em plantas pode oferecer potenciais benefícios nutricionais 

relacionados à presença de compostos bioativos, definidos como nutrientes e não nutrientes 

que apresentam ação metabólica ou fisiológica específica no organismo (Brasil, 2018b; 

Rezagholizade-Shirvan et al., 2024).  

Embora os alimentos probióticos sejam comumente associados a produtos lácteos, 

como iogurte, leite fermentado e queijo, a demanda por alimentos alternativos que não 

possuam ingredientes de origem animal em sua composição, associada a quadros de 

intolerância ou alergia a componentes do leite, atrai atenção para o desenvolvimento de 

alimentos funcionais plant-based (Peña-Jorquera et al., 2023). Entre as matérias-primas 

vegetais, a soja se destaca por ser uma leguminosa rica em proteínas, fibras alimentares, 

minerais, vitaminas e fitoquímicos, como as isoflavonas, que conferem à soja propriedades 

benéficas ao metabolismo lipídico (Pereira et al., 2024; Qi et al., 2024). Ademais, a 

fermentação de extratos vegetais pode aumentar a vida útil da bebida, além de transformar os 

seus aspectos nutricionais e sensoriais (Genet et al., 2023).  

Diante do exposto, o isolamento de microrganismos probióticos de novas fontes, 

tal qual o kefir, representa uma oportunidade para a exploração de efeitos benéficos 

específicos à saúde, como a redução dos níveis de colesterol. Além disso, tal abordagem 

contribui para lacunas sobre a aplicabilidade de bactérias ácido-láticas como cultura 

iniciadora para o desenvolvimento de alimentos funcionais de origem vegetal, acompanhando 
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as tendências de mercado e as demandas de sustentabilidade por meio da formulação de 

bebidas fermentadas de soja, alinhando práticas alimentares à redução do risco de DCNT. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os achados demonstram que os grãos de kefir constituem uma fonte promissora 

de BAL com potencial probiótico e tecnológico para o desenvolvimento de alimentos 

funcionais fermentados à base de EHS. Todas as cepas isoladas apresentaram alguma 

característica funcional ou tecnológica adequada, porém, para ser considerada probiótica, 

múltiplos critérios devem ser atendidos simultaneamente. Em geral, as cepas L. kefiri (LKA) e 

L. lactis (LLM) apresentaram melhor performance nos testes realizados. L. kefiri (LKA) 

apresentou potencial promissor para aplicação como microrganismo probiótico, devido à sua 

capacidade de sobreviver às condições adversas do trato gastrointestinal, possuir elevada 

hidrofobicidade, atender aos requisitos de segurança avaliados e fermentar o EHS. Embora a 

cepa de L. lactis (LLM) não tenha sido capaz de sobreviver aos estresses causados pela 

passagem pelo trato gastrointestinal, a sua alta hidrofobicidade, perfil de segurança, 

capacidade de fermentação do EHS e, particularmente, o seu potencial efeito 

hipocolesterolemiante, são características que conferem relevância tecnológica e funcional, 

justificando a investigação futura da sua aplicação mediante recursos de proteção celular, 

como a microencapsulação. Além disso, E. durans (EDA) foi o único isolado que apresentou 

atividade antimicrobiana pela possível presença de bacteriocina, sendo capaz de inibir o 

crescimento de S. aureus e L. monocytogenes, sinalizando que a sua utilização, em 

combinação com outras culturas, pode melhorar a conservação de alimentos fermentados. 

Entretanto, estudos in vivo e ensaios clínicos em humanos são necessários para confirmar a 

eficácia das propriedades hipocolesterolemiantes observadas e elucidar o real potencial 

funcional das cepas isoladas. 
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