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Resumo 

Kefir é o produto da fermentação do leite pelos grãos de kefir. Esses grãos contêm uma mistura 

simbiótica de bactérias e leveduras imersas em uma matriz composta de polissacarídeos e proteínas. 

Muitos benefícios à saúde humana têm sido atribuídos ao kefir, incluindo atividade antimicrobiana 

contra bactérias Gram positivas e Gram negativas. A atividade antimicrobiana de 60 microrganismos 

isolados de grãos de kefir, frente à Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica 

sorotipos Typhimurium e Enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, foi estudada 

através do teste do antagonismo. A ação antimicrobiana dos sobrenadantes das bactérias ácido-

lácticas que apresentaram atividade no teste do antagonismo foi testada. O experimento foi repetido 

usando sobrenadantes com pH neutralizado. Salmonella Typhimurium e Enteritidis sobreviveram por 

24 horas no kefir em fermentação. E. coli O157:H7, S. aureus e L. monocytogenes foram recuperados 

até 72 horas após o início da fermentação. Todos os isolados apresentaram atividade antimicrobiana 

contra pelo menos um dos patógenos usados no teste do antagonismo. Sobrenadantes de 25 isolados 

apresentaram atividade inibitória e três mantiveram essa atividade com pH neutralizado. As bactérias 

patogênicas estudadas sobreviveram por tempo superior àquele normalmente utilizado para a 

fermentação do kefir artesanal, o que caracteriza perigo em potencial para o consumidor quando a 

matéria-prima não apresentar segurança sanitária. Lactobacillus isolados de grãos de kefir apresentam 

atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli O157:H7, Salmonella sorotipos Typhimurium e 

Enteritidis, S. aureus e L. monocytogenes além daquela exercida pela diminuição do pH. 

Palavras-chave: ação antibacteriana; Lactobacillus; leite fermentado; patógenos. 

 
Abstract 

Kefir is the product of milk fermentation by kefir grains. These grains contain a mixture of symbiotic 

bacteria and yeasts embedded in a matrix composed of polysaccharides and proteins. Many human 

health benefits have been attributed to kefir, including antimicrobial activity against Gram positive 

and Gram negative bacteria. We studied the antimicrobial activity of sixty bacterial strains isolated 

from kefir grains compared to Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica 

serotypes Typhimurium and Enteritidis, Staphylococcus aureus, and Listeria monocytogenes through 

antagonism test. We tested the antimicrobial activity of lactic acid bacteria supernatants that were 

active in the antagonism test. The experiment was repeated using supernatants with neutralized pH. 
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Salmonella Typhimurium and Enteritidis survived for 24 hours in kefir fermentation. E. coli 

O157:H7, S. aureus and L. monocytogenes were recovered up to 72 hours after the start of 

fermentation. All isolates showed antimicrobial activity against at least one of the pathogens used in 

the test of antagonism. Supernatants of 25 isolates showed inhibitory activity, and three maintained 

this activity with neutralized pH. Pathogenic bacteria studied survived for longer than the time 

normally used for fermentation of artisanal kefir, characterizing a potential danger to the consumer 

when the raw material does not provide health security. Lactobacillus isolated from kefir grains 

exhibit antimicrobial activity against strains of E. coli O157:H7, Salmonella serotypes Typhimurium 

and Enteritidis S. aureus, and L. monocytogenes in addition to that exerted by the lower pH values. 
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Introdução 

 

 
Desde que os antibióticos passaram a ser utilizados em larga escala, as bactérias têm desenvolvido 

crescente capacidade de resistência. Devido a isso, esforços têm sido despendidos no sentido de 

desenvolver e estudar novos compostos que possam representar alternativas à terapia antibiótica 

convencional(1).  

A identificação de cepas bacterianas com atividade antimicrobiana gera inúmeras possibilidades para 

linhas de pesquisa no sentido da aplicação prática dessas bactérias e das substâncias bioativas por 

elas produzidas. Seu uso não está restrito à terapêutica ou à medicina preventiva humana e veterinária. 

A agroindústria tem pela frente um grande desafio provocado pela restrição ao uso de antibióticos e 

quimioterápicos na produção de animais para o consumo humano. A tendência é que ocorra um 

avanço no uso de prebióticos e probióticos em substituição aos aditivos e promotores de crescimento. 

A indústria de alimentos também tem interesse na utilização de microrganismos com essas 

características como conservantes naturais, pois são capazes de inibir o desenvolvimento de bactérias 

deteriorantes e patogênicas, contribuindo para a melhoria das condições higiênico-sanitárias dos 

produtos. 

Kefir é o produto da fermentação do leite pelos grãos de kefir. Esses grãos contêm uma mistura 

simbiótica de bactérias ácido-lácticas, ácido-acéticas e leveduras imersas em uma matriz composta 

de polissacarídeos e proteínas(2). A composição microbiana dos grãos de kefir pode ser bastante 

variável, dependendo de diversos fatores, como a origem dos grãos e o modo de cultivo, sendo os 

gêneros mais frequentemente isolados Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus e 

leveduras como Saccharomyces e Kluyveromyces(3, 4). 

Muitos benefícios à saúde humana têm sido atribuídos ao kefir, incluindo atividade antimicrobiana 

contra bactérias Gram positivas e Gram negativas(5-7), o que tem levantado a possibilidade de se 

utilizarem alguns dos microrganismos que o compõem como probióticos(8, 9). Ácidos orgânicos, 

bacteriocinas e um exopolissacarídio (kefiran) produzidos pelas bactérias ácido-lácticas dos grãos de 

kefir são substâncias que têm sido responsabilizadas por suas propriedades antimicrobianas(10, 11). 

O presente estudo teve como objetivo isolar dos grãos de kefir microrganismos com atividade 

antimicrobiana e verificar a importância da alteração do pH na ação inibitória. 
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Material e Métodos 

 

 
Grãos de kefir utilizados artesanalmente foram obtidos de três diferentes fontes e denominados para 

fins desse experimento, LIPOA CDT, LIPOA ABB e LIPOA MH. Para recuperação e 

restabelecimento dos grãos, eles foram adicionados a leite UHT desnatado, na proporção de 1:10, e 

incubados em banho-maria a 20 ºC. Diariamente, o kefir foi coado utilizando-se coador estéril e os 

grãos novamente misturados ao leite, retornando à incubação. O processo foi repetido durante uma 

semana. Após esse período, os grãos foram separados por coagem e macerados com uso de almofariz 

esterilizado. Uma alíquota de 10 g foi homogeneizada com 90 mL de solução salina estéril (0,9% de 

NaCl) para semeadura por esgotamento em placas contendo ágar DeMan Rugosa Sharpe (MRS, 

Acumedia, Lansing, Michigan), as quais foram incubadas a 37 ºC por 48 horas em aerobiose e 

anaerobiose para obtenção de colônias isoladas. Dez colônias aeróbicas e dez anaeróbicas, 

preferencialmente com morfologia distinta para cada tipo de kefir, foram transferidas para caldo MRS 

(Acumedia, Lansing, Michigan), incubadas a 37 ºC até turvamento do meio, misturadas com igual 

volume de glicerol a 80% em salina fosfatada tamponada (PBS 0,01 M, pH 7,4) e estocadas a -70 ºC. 

Quando necessário, os isolados foram recuperados em caldo MRS a 37 ºC por 48 horas. 

Os isolados foram identificados de acordo com suas características morfológicas, coloração de Gram, 

catalase e fermentação de carboidratos, proposta por Barrow e Feltham(12). Alguns isolados que não 

se enquadraram na classificação proposta por esses autores foram identificados através do kit GP Test 

Vitek 2® (BioMérieux) para bactérias Gram positivas. 

Cepas de Salmonella enterica subsp. enterica sorotipos Typhimurium (ATCC 13311) e Enteritidis 

(ATCC 13076), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e 

Listeria monocytogenes (ATCC 7644) foram usadas como bactérias indicadoras. Quando necessário, 

as bactérias foram recuperadas em caldo de infusão de cérebro e coração (BHI, Oxoid, Basingstoke, 

Hampshire, England) a 37 ºC por 24 horas. 

A atividade antimicrobiana foi estudada através do teste do antagonismo, segundo Jacobsen et al.(13). 

Dois microlitros de cultura de cada isolado foram dispostos isoladamente na superfície de ágar MRS 

e incubados por 24 horas a 37 ºC para desenvolvimento de colônias, sob aerobiose ou anaerobiose, 

conforme as características de crescimento dos isolados. Duzentos microlitros de cultura overnight 

de cada bactéria indicadora foram misturados a 12 mL de BHI contendo 0,75% de ágar e espalhados 

sobre a superfície das placas com ágar MRS. As placas foram incubadas a 37 ºC. Após 24 horas de 

incubação, foram lidas as zonas de inibição. A presença de zona clara com 1 mm ou mais, indicando 

área sem crescimento da bactéria indicadora ao redor das colônias dos isolados, foi considerada como 

resultado positivo. Os testes foram realizados em triplicata. 

A separação do sobrenadante foi realizada de acordo com Lin et al.(14). Culturas dos isolados em caldo 

MRS com 48 horas de incubação foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi 

filtrado através de filtro estéril com poros de 0,22 µm (Millipore, Bedford, Massachusetts). 

O método utilizado foi a microdiluição em caldo em placas de microtitulação, segundo Krüger et 

al.(15). Cada cavidade das placas de microtitulação foi preenchida com 100 µL de BHI, 100 µL de 

sobrenadante da cultura de cada isolado e 1 µL de cultura da bactéria indicadora. Como controle, o 

sobrenadante foi substituído por 100 µL de caldo MRS. As densidades óticas (DO) foram lidas após 

0, 2, 4, 6 e 8 horas de incubação a 37 ºC em espectrofotômetro, utilizando comprimento de onda de 
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540 nm. Os testes foram realizados em triplicata. 

 O pH de cada sobrenadante foi medido após a filtragem usando fitas indicadoras de pH 

(MERCK®) e neutralizado (pH 7,0 + 0,1) com solução de NaOH 10N. O teste foi repetido, conforme 

descrito anteriormente, com os sobrenadantes que apresentaram atividade antimicrobiana.  

Os resultados dos testes com sobrenadantes foram avaliados através do teste de Tukey (P < 0,05) com 

uso do programa Statistix(16). 

 

Resultados e Discussão 

 

 
Todos os 60 microrganismos isolados de grãos de kefir testados por meio do teste do antagonismo 

demonstraram capacidade de inibir pelo menos uma das bactérias indicadoras usadas. Os 

sobrenadantes de 25 desses isolados apresentaram atividade antimicrobiana e três mantiveram a 

capacidade inibitória após a neutralização do pH para 7,0+0,1. 

Todos os isolados foram identificados como pertencentes ao gênero Lactobacillus. A diferença nas 

medidas das zonas de inibição dos isolados é sugestiva de que os microrganismos pertencem a 

diferentes espécies ou linhagens. 

O número de isolados com média de halos com 1 mm ou mais foi 59 para E. coli, 58 para S. 

Typhimurium e S. Enteritidis, 56 para S. aureus e 52 para L. monocytogenes. Cinquenta e um (85%) 

isolados apresentaram atividade inibitória contra os cinco patógenos. Ação antagônica de 

Lactobacillus spp. frente a S. Typhimurium, S. Enteritidis e L. monocytogenes, utilizando o mesmo 

método do antagonismo, também foi verificada por Lima et. al.(17). 

Os resultados demonstram que a sensibilidade às substâncias produzidas pelas bactérias lácticas e 

liberadas no meio extracelular varia de acordo com o patógeno e com o isolado dos grãos de kefir. 

Muitas espécies de Lactocbacillus são capazes de produzir uma variedade de compostos 

antimicrobianos, como ácidos orgânicos, dióxido de carbono, etanol, polissacarídeos e bacteriocinas 

que apresentam potencial no controle de patógenos e bactérias de deterioração durante a produção e 

armazenamento dos alimentos(18). As médias dos halos de inibição observadas contra S. Enteritidis, 

S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e S. Typhimurium foram, respectivamente, 5,0 mm, 4,7 mm, 4,1 

mm, 3,9 mm e 3,6 mm. Em estudo similar, Santos et al.(19), trabalhando com microrganismos de grãos 

de kefir, isolaram Lactobacillus com atividade antimicrobiana contra E. coli, L. monocytogenes, S. 

Typhimurium e S. Enteritidis. Diferentemente do nosso trabalho, esses autores observaram, no teste 

do antagonismo, maiores halos de inibição contra L. monocytogenes, o que pode se dever ao uso de 

espécies ou cepas de Lactobacillus distintas. 

Quando adicionadas de sobrenadantes de culturas de isolados de grãos de kefir, 25 (41,67%) culturas 

das bactérias indicadoras S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. aureus e. coli (Tabela 1) apresentaram 

valores de densidades óticas estatisticamente diferentes (P<0,05) dos controles (culturas sem 

sobrenadantes), após 6 e/ou 8 horas de incubação, indicando atividade inibitória dos isolados. Não 

houve diferença significativa entre as DO lidas nas horas 0, 2 e 4. Ação inibitória contra L. 

monocytogenes não foi observada. Sobrenadantes de três (12%) isolados, LIPOA 5075, LIPOA 5088 

e LIPOA 5098, mantiveram a atividade antimicrobiana nos testes com sobrenadantes com pH 

neutralizado. Os valores de pH dos sobrenadantes, antes da neutralização, variaram entre 4,0 e 5,0 

(resultados não mostrados). 
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 Metabólitos formados durante a fermentação ou produtos de degradação podem ser 

responsáveis pelos efeitos inibitórios(20). Essas substâncias podem exercer atividade antimicrobiana 

por diferentes mecanismos, desestabilização da membrana, lise celular, degradação de ácidos 

nucleicos e inibição da síntese de proteínas. Os ácidos orgânicos, lático e acético, resultantes do 

catabolismo dos carboidratos contribuem para o decréscimo do pH, tornando o ambiente hostil para 

a maioria dos microrganismos(21). Segundo Eklund(22), a ação inibidora dos ácidos orgânicos é 

atribuída à redução direta do pH intracelular por ionização dos ácidos não dissociados que podem 

permear a membrana celular por difusão e liberar prótons no citoplasma celular. O influxo de prótons 

induz a acidificação do citoplasma e dissipa o potencial de prótons da membrana inibindo a geração 
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de energia(23). Garrote et al.(6) demonstraram que o efeito bacteriostático do kefir sobre E. coli deve-

se principalmente  aos ácidos orgânicos produzidos durante o processo de fermentação. Estes autores 

não observaram efeito inibitório quando utilizaram sobrenadantes com pH neutralizado. Rivas e 

Rivero(24), estudando a atividade inibitória de Lactobacillus, observaram que o ácido láctico é o 

principal responsável por esse efeito. Entretanto, Garrote et al.(6), em estudo da ação de ácidos 

orgânicos, concluíram que, apesar de o ácido láctico ser importante para a inibição, a presença de 

ácido acético potencializa o efeito inibitório. A ausência de efeito inibitório dos sobrenadantes sobre 

L. monocytogenes pode se dever à insuficiente diminuição do pH, uma vez que essas bactérias são 

capazes de adaptação, tornando-se mais resistentes a ambientes ácidos(25), ou à pouca quantidade de 

substância bioativa. O mecanismo de ação dos Lactobacillus sobre o crescimento de microrganismos 

patogênicos parece se dever principalmente à liberação de produtos que acidificam o meio, como 

ácidos orgânicos, uma vez que, dos 25 isolados cujos sobrenadantes apresentaram atividade inibitória 

frente aos microrganismos testados, apenas três mantiveram essa ação após a neutralização dos 

sobrenadantes. Entretanto, pelo menos nesses três isolados, a produção de outras substâncias 

bioativas com ação antimicrobiana parece ter ocorrido. A produção por alguns Lactobacillus isolados 

de grãos de kefir de um exopolissacarídio denominado kefiran tem sido responsabilizada por suas 

propriedades antimicrobianas(10). 

O conhecimento a respeito de bactérias que apresentem ação inibitória sobre microrganismos 

indesejáveis abre a perspectiva da sua utilização na indústria de alimentos. Além de conferir aroma, 

sabor e textura aos derivados lácteos, as bactérias ácido-lácticas podem ser empregadas como 

bioconservantes, em substituição aos conservantes tradicionais. 

 

Conclusão 
 

 

 Lactobacillus isolados de grãos de kefir apresentam atividade antimicrobiana contra cepas de 

Samonella sorotipos Enteritidis e Typhimurium, E. coli O157:H7, S. aureus e L. monocytogenes, o 

que decorre provavelmente da produção de ácidos orgânicos que levam à diminuição do pH do meio. 

Entretanto, em alguns casos, esse não é o único fator responsável pelo efeito antimicrobiano, o que 

remete à potencial utilização dessas bactérias ácido-lácticas ou seus metabólitos em alimentos como 

forma alternativa de controle de microrganismos indesejáveis.  
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