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RESUMO 
 

CAMPOS, Iasmim Xisto, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2023. 
Avaliação do uso de kefir de leite integral em camundongos com doença 
inflamatória intestinal espontânea Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. 
Coorientadora: Bruna Cristina dos Santos Cruz.  
 

 

Doença de Crohn e a Colite Ulcerativa são doenças que afetam o trato gastrointestinal, 

conhecidas como doença inflamatória intestinal. O uso de probióticos vem sendo 

estudado para a terapêutica das doenças, melhorando as desordens intestinais, 

reequilibrando a estrutura microbiana, aprimorando a função da barreira intestinal e 

melhorando a resposta imune local. Uma revisão na literatura à respeito das 

diferenças entre as formas de preparo do kefir, foi realizada, constatando-se uma 

diversidade de utilização de bebidas como substrato, diferenças quanto à 

caracterização do microbioma em função de fatores como: temperatura, 

concentração, pH, tempo de fermentação, composição de bactérias e leveduras. O 

objetivo do estudo foi determinar o efeito do uso do probiótico kefir de leite em 

camundongos knockout IL-10 com doença inflamatória intestinal espontânea. Foram 

utilizados camundongos (n=16), com 9 semanas de vida, divididos em dois grupos, 

controle e kefir. Ambos receberam diariamente via gavagem 0,4ml de leite (KOM) ou 

kefir (KOK; 2,4x108 UFC) por 4 semanas. Fezes e massa corporal foram avaliadas 

semanalmente. Ao final, os animais foram eutasiados e os órgãos coletados para 

análises. O grupo que recebeu kefir apresentou redução do gênero Desulfovibrio, 

apresentou o gênero Lactobaccillus.  Peso do cólon e índice somático foram menores 

no grupo kefir. Ao final do experimento, todos animais apresentaram perda de peso. 

O kefir parece ter efeito na modulação da microbiota dos animais com DII, entretanto 

percebe-se a necessidade de mais estudos utilizando a bebida a fim de elucidar os 

mecanismos da mesma no ambiente intestinal. Novos estudos são necessários para 

evidenciar o efeito de alimentos probióticos na terapêutica das doenças inflamatórias 

intestinais. 

 

 

Palavras-chave: Kefir. Probióticos. Colite. 

 



 
 

ABSTRACT 
 

CAMPOS, Iasmim Xisto, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2023. The use 
of whole milk kefir in mice with spontaneous inflammatory bowel disease 
Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-adviser: Bruna Cristina dos Santos 
Cruz 
 

 

Crohn's disease and ulcerative colitis are diseases that affect the gastrointestinal tract, 

known as inflammatory bowel disease. The use of probiotics has been studied for the 

treatment of diseases, improving intestinal disorders, rebalancing the microbial 

structure, improving the function of the intestinal barrier and improving the local 

immune response. A literature review regarding the differences between the ways of 

preparing kefir was carried out, noting a diversity of use of drinks as substrate, 

differences regarding the characterization of the microbiome depending on factors 

such as: temperature, concentration, pH, time fermentation process, composition of 

bacteria and yeast. The objective of the study was to determine the effect of using the 

probiotic milk kefir in IL-10 knockout mice with spontaneous inflammatory bowel 

disease. Mice (n=16), 9 weeks old, were used, divided into two groups, control and 

kefir. Both received daily via gavage 0.4ml of milk (KOM) or kefir (KOK; 2.4x108 CFU) 

for 4 weeks. Feces and body mass were assessed weekly. Finally, the animals were 

euthanized and the organs collected for analysis. The group that received kefir showed 

a reduction in the Desulfovibrio genus and the Lactobaccillus genus. Colon weight and 

somatic index were lower in the kefir group. At the end of the experiment, all animals 

showed weight loss. Kefir appears to have an effect on modulating the microbiota of 

animals with IBD, however, there is a need for further studies using the drink in order 

to elucidate its mechanisms in the intestinal environment. New studies are needed to 

demonstrate the effect of probiotic foods in the treatment of inflammatory bowel 

diseases. 

 

 

Keywords: Kefir. Probiotics. Colitis.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A Doença Inflamatória Intestinal (DII), clinicamente dividida em Colite Ulcerativa 

(CU) e Doença de Crohn (DC), consiste em uma doença crônica remitente-recorrente, 

que afeta o trato gastrointestinal (Mentella et al., 2020). Trata-se uma inflamação da 

mucosa intestinal que compromete a qualidade de vida dos indivíduos acometidos, 

que sofrem de dor abdominal, diarreia, sangue nas fezes e perda de peso (Guan, 

2019).  

Apesar dos diversos estudos sobre as DII, sua etiologia ainda é não está bem 

esclarecida mas, já se sabe que esse distúrbio heterogêneo resulta de uma interação 

complexa entre a variabilidade genética, o sistema imunológico do hospedeiro e os 

fatores ambientais (Mentella et al, 2020). São mais prevalentes na América do Norte, 

Europa e Oceania, mas estudos demonstraram um aumento da incidência e 

prevalência também na Ásia e África, podendo ser então considerada uma patologia 

globalizada e não apenas ocasionada no ocidente, como era pensado (Chou et al., 

2019; Ng et al., 2017; Sairenji et al., 2017). São poucos dados a respeito da 

epidemiologia na América Latina e as informações sobre o Brasil são escassas (Parra 

et al., 2019). 

Um dos fatores envolvidos na fisiopatologia das DII são as citocinas (Friedrich; 

Pohin; Powrie, 2019), importantes moléculas regulatórias secretadas pelas células do 

sistema imune. Diversas citocinas estão aumentadas em ambas doenças, como as 

interleucinas (IL) IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17, IL-18, IL-22, o fator de necrose tumoral (TNF) 

e o interferon gama (IFN-γ), considerados mediadores inflamatórios importantes, que 

são produzidos pelos macrófagos ao serem ativados por microrganismos patogênicos 

(Alagón et al., 2019).  

Outro fator envolvido com as DII é a interação hospedeiro e microbiota 

intestinal, onde o processamento alterado de sinais derivados da microbiota, além da 

composição e função alteradas parecem ter impacto na patologia (Lavelle; Sokol, 

2020). Há um constante interesse no estudo da microbiota de indivíduos com DII, visto 

sua atuação na fisiologia intestinal, absorção de nutrientes da alimentação e ativação 

e desenvolvimento do sistema imune (Van Malderen et al., 2020). O uso de probióticos 

vem sendo estudado para a terapêutica da DII, partindo do princípio de que estes irão 

melhorar as desordens intestinais, reequilibrando o balanço microbiológico intestinal, 
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aprimorando a função da barreira intestinal e melhorando a resposta imune local 

(Currò et al, 2017). 

Entre os probióticos temos os Kefir, que é consumido há centenas de anos, o 

kefir é uma bebida probiótica produzida a partir da fermentação de leite de origem 

animal ou extratos vegetais, com diversos benefícios associados ao seu consumo, 

como melhora da digestão e tolerância à lactose, efeito antidislipidêmico, anti-

hipertensivo, controle da glicose plasmática, entre outros (Peluzio et al., 2021; Rosa 

et al., 2017). 

Apesar dos diversos benefícios à saúde, a forma de atuação do kefir ainda não 

foi elucidada, principalmente pelas variações que ocorrem de acordo com o modo de 

preparo. Entretanto, o uso de modelos animais tem auxiliado no estudo dos efeitos da 

bebida e seus possíveis impactos na saúde (Bourrie et al, 2016). 

Para estudo de diversas patologias que acometem o trato gastrointestinal, os 

modelos animais de inflamação intestinal são utilizados há décadas e permitem uma 

variedade de informações a respeito da imunologia da mucosa, manutenção e 

perturbação da homeostase intestinal, além de possibilitar a avaliação da inflamação 

intestinal, como é observada nas DII (Kiesler, 2015). 

Os camundongos knockout para IL-10 (IL-10-/-) são utilizados nos estudos de 

DII, pois desenvolvem colite espontaneamente, apresentando lesões descontínuas 

que afetam toda a extensão do intestino delgado e grosso. Essas lesões ocorrem 

devido à ausência da citocina IL-10, que atua na regulação da homeostase intestinal. 

Sua deficiência é relacionada ao aparecimento de infiltrados inflamatórios, hiperplasia 

epitelial, úlceras, dentre outras alterações no epitélio intestinal (Keubler et al., 2015). 

Assim, esse estudo buscou avaliar o consumo do kefir em um modelo de DII.  
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OBJETIVOS 

Geral 
 
Avaliar o uso de kefir de leite integral em camundongos knockout IL-10 com doença 

inflamatória intestinal espontânea 

 

Específicos 
 

a) Caracterizar do kefir quanto aos parâmetros microbiológicos, nutricionais e pH; 

b) Avaliar o consumo regular da bebida fermentada kefir na terapêutica do 

desenvolvimento da doença inflamatória intestinal nos animais experimentais 

(biometria); 

c) Avaliar o consumo regular da bebida fermentada kefir na produção dos ácidos 

graxos de cadeia curta e na permeabilidade intestinal;  

d) Caracterizar metataxonicamente a diversidade bacteriana das fezes dos 

animais. 
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ARTIGO I  

ARTIGO DE REVISÃO  

Título: Probiotic beverage with health benefits: milk, water and non-dairy Kefir 

Autores: Iasmim Xisto Campos, Mariana de Fátima Albuquerque Pereira, Pietra 

Riguette Reis, Álvaro Luiz Miranda Piermatei and Maria do Carmo Gouveia Peluzio 

 

Artigo submetido à revista International Journal of Dairy Technology 

 

Abstract 

Traditionally consumed for thousands of years, milk kefir is a beverage originated from 

mountains of the Caucasus, located between Europe and Asia directly associated with 

human health improvement. The water kefir is also consumed for years, but its origin 

is still unknown.  Both probiotic beverages are produced by fermenting a substrate with 

kefir grains, a matrix that holds together a complex mixture of yeast, acetic acid 

bacteria and lactic acid bacteria. Despite being similar in terms of structure, association 

of microorganisms and products generated by fermentation, the grains and the 

production of probiotic drinks are different. This review focuses on the nutritional and 

microbiological composition of kefir and the different ways to prepare this beverage 

with potential benefits to human health. The microorganisms found in water and milk 

kefir grains differ depending on external factors, such as geographic region, substrate 

and production conditions. Such differences reflect on the components produced 

during the fermentation process and consequently on the effects they will have on 

human health. New studies comparing the effects between the two types of kefir should 

be explored, as well as the standardization of production methods to facilitate 

commercialization and access. 

Keywords: milk kefir; water kefir; probiotics 
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Introduction 
 

The search for foods with health benefits have gained popularity, including 

probiotic foods (Spizzirri et al., 2023). Consumed for thousands of years, fermented 

products are present in food around the world, reaching 5 to 40% of all food consumed 

by humans (Cuamatzin-García et al., 2022). Kefir is one of them. 

Kefir is a fermentable beverage and it can be prepared and consumed in two 

main ways: milk kefir (MK) and water or sugary kefir (WK). The first one is an acid 

creamy beverage, similar to yogurt, prepared with grains that looks like cauliflower 

(Sharifi et al., 2017). Differently, water kefir is a carbonated, slightly acidic beverage, a 

refreshing drink (Lynch et al., 2021). 

Originated from mountains of the Caucasus, and consumed by thousands of 

years, milk kefir comes from an area between Europe and Asia and it is used and seen 

as an effective way to improve human health. Furthermore, the word derives from 

Slavic word keif, which means "well-being" or ‘living well’ (González-Orozco et al., 

2022; Rosa et al., 2017). 

The origin of water kefir grains is still not confirmed, however there are records 

of its use by soldiers in the Crimean War in 1855, relating kefir grains to ginger beer 

plants (Fiorda et al., 2017). Vayssier (1978) used the name water kefir grains in France 

for the first time although studies suggest that the origin of the grains are from Mexico 

(Yerlikaya et al., 2022). 

Both probiotic beverages are produced by fermenting a substrate with kefir 

grains, a matrix that holds together a complex mixture of yeast, acetic acid bacteria 

and lactic acid bacteria (LAB), (Slattery, Cotter and O’toole, 2019; Wang et al., 2012). 

It is traditionally homemade and the grains are recovered after fermentation to be 

reused daily. Industrial production is not yet common (Spizzirri et al., 2023). 

The consumption of kefir and others fermented foods are related with health 

benefits, such as antibacterial, anti-inflammatory and anti-hypertensive effect, 

antioxidant, anti-carcinogenic and anti-allergenic activity (Rosa et al., 2017). Therefore, 

this review focuses on the nutritional and microbiological composition of kefir and the 

different ways to prepare this beverage resulting in many benefits to the human health. 

 

Methods 
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The review of this literature was conducted with the following method: 

● A search was conducted on Pubmed and Scholar Google for all articles 

published up to May 2023 using key words such as “milk kefir” OR “water kefir” 

OR “sugary kefir” OR “kefir production” OR “kefir probiotic”. 

● The abstract of each article was screened by the authors of this document. The 

articles selected based on the abstract were evaluated in full text. 

● After evaluation of the full text, the articles were selected according to their 

pertinence in regards of the main topics of the article: role of probiotics, 

differences between milk and water kefir, health benefits of the consumption 

and microbiota. 

● Others relevant articles found in the reference list of this article were evaluated 

in full text following the same criteria. 

 

Characteristics of kefir grains 

 

The process of forming kefir grains occurs in several stages, which justifies the 

difficulty of producing grains from pure or mixed cultures (Schoevers and Britz, 2003). 

The presence of proteins and polysaccharides, as well as the electric charge and 

affinity or not for water are determining factors for the formation of grains, biofilm and 

the aggregation of bacteria and yeasts. The formation of a biofilm by LAB and yeast 

seems to improve grain stability, showing the interaction of the microbiota present 

(Wang, 2012). 

         The symbiotic environment between bacteria and yeast are hold by the kefiran, 

representing between 24 and 25% of the dry weight of the MK grain, which is 

composed in almost equal ratio of d-glucose and d-galactose (glucogalactan), 

protecting the microorganisms (González-Orozco, 2022). 

Milk kefir grains are yellowish white, with a non-uniform shape, elastic, similar 

to cauliflower (figure 1). In its cultivation in milk, the dry weight of the grains can 

increase from 5 to 7% per day (Libudzisz et al., 1990). In a study by Schoevers and 

Britz (2003), the best conditions for mass growth of grains in batches were evaluated. 

The optimum growth temperature is 25°C, with best growth under agitation. Milk fat 

content also appears to influence growth. 
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Despite being similar in terms of structure, association of microorganisms and 

products generated by fermentation (Magalhães et al., 2010), WK grains are 

translucent, gelatinous, with colors ranging from yellow to brown and with different 

shapes (figure 1) (Moretti et al., 2022). Microorganisms are integrated by an 

exopolysaccharide matrix composed of dextran (Fels et al., 2018). 

       

 

Figure 1. Appearance of milk kefir grains (A) and water kefir grains (B). 

 

Production of milk kefir 

 

The chemical composition of kefir varies according to some aspects, such as the origin 

and microbiological composition of the grains that will carry out the fermentation, 

geographic region, fermentation time and temperature, type and volume of milk or 

other subtract to be used (Farag et al., 2020). 

         Milk kefir has its most common fermentation using cow's milk (Rosa et al., 

2017). However, its preparation can be performer with other milk of animal origin, such 

as sheep, goat (Cais-Sokolińska et al., 2015), camel (Kavas, 2015) and buffalo (Gul et 

al., 2015). The beverage can be produce from UHT, pasteurized or unpasteurized milk, 

whole fat, low fat, skim and no fat (Altay et al., 2013). 

         In an attempt to find new alternatives to milk of animal origin, plant extracts can 

also be used to produce the fermented drink, being accessible to individuals with dairy 

allergies and vegans (Van Wyk, 2019). Soymilk (Baú et al., 2015), nuts, peanuts 
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(Gocer and Koptagel, 2023), rice (Sugawara et al., 2019) and oats (Streimikyte et al., 

2022) have been used to produce milk kefir (figure 2). 

         Traditional production takes place using kefir grains inoculated directly into milk, 

with a proportion of 2 to 10%, with a fermentation period of approximately 18 to 24 

hours at 20 to 25°C, and can be matured for 15 to 20 hours from 8 to 10 °C (Leite et 

al., 2013; Farnworth et al., 2003). The kefir grains are then wash to prepare a new 

fermentation cycle. 

         Another form of production, mainly at an industrial level, consists of using 

lyophilized starter cultures containing LAB and yeast (Altay et al., 2013). In this method, 

activated starter culture (2 to 5%) is added to milk, which is kept at 20 to 25°C for 24 

hours. Subsequently, the product is stored under conduction (Guzel-Seydim et al., 

2010). 

         A third process called the “Russian method” can also be used, which consists 

of the back slopping method, a serial fermentation process where the fermented 

product is used as a starter, without the use of grains (Garofalo et al., 2020; Leite et 

al., 2013). However, this method does not produce an acceptable product, due to the 

imbalance of microorganisms (Garrote et al., 1999).  

         Due to the difficulty of separating kefir grains in industrial production, kefir from 

the Russian method and lyophilized cultures are more usual to find for 

commercialization (Altay et al., 2013). However, despite being processes that are 

easier to standardize in terms of production and microbiological content, the beneficial 

effects of the drink are associated with the use of grains in production, as done in the 

traditional method (Garofalo et al., 2020). 

 

Figure 2. Different types of milk kefir. 
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Production of water kefir 

 

Similar to milk Kefir, the production of water Kefir is mostly artisanal and at home 

(Patel et al., 2022). The fermented drink is produced from the addition of kefir grains 

in an aqueous solution containing sucrose (Fels et al., 2018), and can be added fresh 

or dried fruits (Yerlikaya et al., 2022). 

         Production at an industrial level does not yet have an established process, only 

a few small companies. This is due to the difficulty of transport and contamination of 

the initial microbiota, instability of the fermentation process, low water kefir grain growth 

and the necessity of appropriate equipment (Fiorda et al., 2017; Laureys et al., 2017). 

         Traditional fermentation can be performed by adding WK grains (6 to 30%) in a 

solution containing 6 to 10% sucrose, dried fruit and lemon slices may be added, for 1 

to 3 days at room temperature (optimal temperature between 20 and 25 °C) (Moretti 

et al., 2022; Stadie et al., 2013; Gulitz et al., 2011). However, due to its home 

production, fermentation conditions can vary greatly (Verce et al., 2019). 

         The main energy sources for microbial growth are sucrose from brown sugar 

and dried figs, which provide glucose and fructose (Moretti et al., 2019; Guiltz et al., 

2011). After the fermentation period, the grains are separated, washed and can be 

reused (Laureys et al., 2017). As with milk kefir, when a small aliquot of the fermented 

product is used for a new fermentation cycle, the process is called “back-slopping” 

(Moretti et al., 2022). 

         In a study by Yépez and collaborators (2019), WK grains was used to prepare 

a beverage based on cereals (oats, corn and barley). Fruit juices and extracts can also 

be used as substrates for fermentation, including apple, quince, grape, kiwi, pear, 

pomegranate (Randazzo et al., 2016), mango (Magalhães-Guedes et al., 2020), 

dragon fruit (Bueno et al., 2021), among others (Spizzirri et al., 2023).    

Coconut water can also be used for fermentation, as it has sugars, proteins and 

minerals that can be used by microorganisms (Dwiloka et al., 2020). Russian olive, a 

product rich in phytochemicals with antioxidant properties, was also used to prepare a 

fermented drink with water kefir (Darvishzadeh et al., 2021). The fermented product 

can also be flavored for the development of new beverages, such as the isotonic drink 

proposed by Fernandes et al. (2022). 
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Nutritional and microbiological composition 

 

The nutritional composition of MK varies, however its typical proximate 

composition consists of 89–90% moisture, 0.2% lipid, 3.0% protein, 6.0% sugar, 0.7% 

ash, in addition to 1.0% lactic acid and alcohol (Sarkar, 2007). Regarding 

micronutrients, the type of milk and the microorganisms present influence the amounts 

of vitamins and minerals. The drink may contain vitamins B1, B2, B5, C, A, K and 

carotene (Arslan, 2015). As far as mineral content is concerned, MK is abundant in 

calcium, magnesium and potassium, as well as iron, zinc and copper that are important 

in cellular metabolism and blood production. In addition, MK can be a good option for 

lactose intolerant people, as this sugar is reduced in the final product by the 

fermentation process, reducing it in the final product (Farag et al., 2020). 

         Regarding the chemical composition of WK, few researches present its 

evaluation, possibly because the substrate is only sugar. In a study by Rodrigues et al. 

(2022), they found 1.806 ± 0.05 mg/ml of carbohydrates, 0.017% of protein and 0.51 ± 

0.04% w/v of. About micronutrients, sodium, potassium and magnesium were found. 

The microbiota composition of kefir grains depends on their origin (Gao and 

Zhang, 2019) and it is shown in table 1. The microorganisms most commonly isolated 

from MK grains include the genera Lactobacillus (L. brevis, L. casei, L. kefiri, L. 

acidophilus, L. plantarum, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L. kefiranofaciens 

subsp. kefirgranum, L. parakefir), Lactococcus (L. lactis subsp. Lactis, L. lactis subsp. 

cremoris), Leuconostoc (L. Mesenteroides and cremoris), Acetobacter, and yeasts 

such as Kluyveromyces (K. marxianus), Saccharomyces (S. Cerevisiae and turicensis) 

(Farag et al., 2020; Leite et al., 2012; Rattray and O'connel, 2011). 

WK grains have a similar microbiota, consisting mainly of Lactobacillus species 

(L. casei/paracasei, L. hilgardii, and L. nagelii), Bifidobacteria (B. aquikefiri) and acetic 

acid bacteria, such as Acetobacter fabarum, in addition to yeasts, mainly 

Saccharomyces cerevisiae (Laureys et al., 2018, 2016; Laureys; De Vuyst, 2017, 

2014; Zanirati et al., 2015; Marsh et al., 2013; Gulitz et al., 2011, 2013; Magalhães et 

al., 2010). 
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Table 1. Bacterial and yeast species content of the kefir grains based shotgun 

metagenomic. 

Bacterium MK grain WK grain Reference 
Acetobacter cibinongensis X   Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Acetobacter ghanensis X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 

Acetobacter lovaniensis   X Kumar et al., 2021 
Acetobacter okinawensis X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Acetobacter persici   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Acetobacter syzygii X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Acetobacter tropicalis   X Kumar et al., 2021 
Bifidobacterium adolescentis    
  

    Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Bifidobacterium aquikefiri   X Verce et al., 2019; Gökirmakli; 
Güzel‐Seydim, 2022 

Bifidobacterium crudilactis     Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Bifidobacterium subtile     Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Candidatus Oenococcus 
aquikefiri 

  X Verce et al., 2019 

Catelliglobosispora koreensis X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Gluconobacter cerinus X X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Gluconobacter kondonii   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Gluconobacter oxydans   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Gordonia sp. IITR100 X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Gordonia sp. UCD‐TK1 X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Lactobacillus   satsumensis   X Kumar et al., 2021 
Lactobacillus   zeae   X Kumar et al., 2021 
Lactobacillus  hilgardii   X Verce et al., 2019; Kumar et al., 

2021 
Lactobacillus  hordei   X Verce et al., 2019; Gökirmakli; 

Güzel‐Seydim, 2022 
Lactobacillus  mali   X Verce et al., 2019 
Lactobacillus  nagelii   X Verce et al., 2019 
Lactobacillus  paracasei   X Verce et al., 2019 
Lactobacillus acidophilus X X Nalbantoglu et al., 2014; 

Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus brevis   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus buchneri 
  

X   Nalbantoglu et al., 2014 

Lactobacillus crispatus X   Nalbantoglu et al., 2014 
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Lactobacillus diolivorans X X Nalbantoglu et al., 2014; 
Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus gallinarum X X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus harbinensis   X Verce et al., 2019; Kumar et al., 
2021; Gökirmakli; Güzel‐
Seydim, 2022 

Lactobacillus 
heilongjiangensis 

  X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus helveticus X   Nalbantoglu et al., 2014; 
Tenorio‐Salgado et al., 2021 

Lactobacillus johnsonii X   Nalbantoglu et al., 2014 
Lactobacillus kalixensis X   Nalbantoglu et al., 2014 
Lactobacillus kefiranofaciens X   Nalbantoglu et al., 2014; 

Tenorio‐Salgado et al., 2021; 
Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus kefiri X   Nalbantoglu et al., 2014; 
Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus kimchiensis   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus kisonensis X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Lactobacillus 
mudanjiangensis 

X   Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus nagelii   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus otakiensis X   Nalbantoglu et al., 2014 
Lactobacillus parabuchneri X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Lactobacillus parafarraginis X   Nalbantoglu et al., 2014 
Lactobacillus paralimentarius   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Lactobacillus plantarum X X Tenorio‐Salgado et al., 2021; 

Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus rapi 
  

X   Nalbantoglu et al., 2014 

Lactobacillus reuteri   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus rogosae X X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus 
sanfranciscensis 

  X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus satsumensis   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Lactobacillus sunkii X   Nalbantoglu et al., 2014 
Lactococcus lactis X X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
Lactococcus taiwanensis X   Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 

2022 
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Nocardia farcinica X   Tenorio‐Salgado et al., 2021 
Oenococcus  kitaharae   X Verce et al., 2019 
Oenococcus  oeni   X Verce et al., 2019; Kumar et al., 

2021 
Oenococcus alcoholitolerans   X Verce et al., 2019 
Pediococcus lolii 
  

    Nalbantoglu et al., 2014 

Streptococcus mitis   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Streptococcus thermophilus X   Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Streptococcus vestibularis   X Gökirmakli; Güzel‐Seydim, 
2022 

Tetragenococcus halophilus X   Nalbantoglu et al., 2014 
Fungi       
Dekkera bruxellensis   X Verce et al., 2019 
Saccharomyces cerevisiae X X Verce et al., 2019; Tenorio‐

Salgado et al., 2021 

MK: milk kefir; WK: water kefir 

 
Health benefits 

 

The potential benefit of consuming fermented foods for human well-being is 

already widely accepted by the scientific community, but in relation to kefir, it is 

believed that its consumption can result in benefits such as protection against 

pathogens, immunomodulation, antioxidant capacity and reduction of cholesterol 

levels (Kiousi et al., 2022; Slattery et al., 2019). 

The microorganisms present in the drink act to improve the composition of the 

intestinal microbiota, contributing to the inhibition of gastrointestinal tract infection by 

enteric bacterial pathogens (Tan et al., 2022). Among the antagonistic properties of 

kefir against bacteria are competition for nutrients and space, adhesion of pathogens 

to yeast cell walls, production of organic acids, hydrogen peroxide, acetaldehyde 

carbon dioxide and bacteriocins (Gut et al., 2021). 

The consumption of MK was related to the inhibition of the development of 

pathogenic microorganisms such as the bacteria Salmonella, Shigella, 

Staphylococcus and fungi such as Candida albicans and others (Tenorio-Salgado et 

al., 2021). In a study by Silva et al. (2019) with WK, the same microorganisms were 

affected. 
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The formation of free radicals and the oxidative stress caused by them is 

involved in the pathophysiology of several diseases, being a risk factor for health 

(Baniasadi et al., 2022). Antioxidant activity, in turn, is increased by the food 

fermentation process, in which the antioxidants formed act to capture free radicals (Ms 

et al., 2021). Kefir is a natural source of antioxidants and stimulates the production of 

enzymes involved in the antioxidant system (Azizi et al., 2021; Rosa et al., 2017). 

Milk fermented with kefir has been shown to be a food with 

hypercholesterolemic properties, since the fermentation process reduces the amount 

of cholesterol present in the product (Bourrie et al., 2016). The improvement in the lipid 

profile with the use of probiotics is due to the increase in the excretion of bile acids in 

the feces, resulting in the reduction of blood cholesterol (Huang et al., 2013). In a study 

by Rocha-Gomes et al (2016) comparing the effects between water and milk kefir, it 

was observed that both had an effect, however water kefir showed better performance 

in improving the lipid profile. 

In a meta-analysis carried out by Vieira et al. (2021), the bioactive compounds 

in milk kefir, such as kefiran, bioactive peptides and organic acids, showed 

antimicrobial, anticarcinogenic effects and immunomodulatory activity. Effects on 

neurodegenerative diseases, lipid profile, plasma glucose, osteoporosis and 

inflammation were also evaluated, but there is a need for further studies to evaluate 

these situations. 

 

Futures perspectives 

 

Despite the difficulty in consolidating information about kefir due to differences 

in its geographic origin, method of preparation and substrate used for fermentation, 

studies point to numerous beneficial effects associated with its consumption. The 

standardization of the preparation in an industrial way with species usually found in 

kefir could be an alternative for a greater dissemination of its consumption. 

In addition, alternatives using non-dairy beverages have increased interest due 

to the increase in a vegan public and with lactose intolerance. Both water kefir and milk 

kefir using plant substrates should be explored and their health effects evaluated. 

Most of the studies found are using milk kefir in vitro or in an experimental 

model, making necessary to explore more studies with water kefir, as well as studies 
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comparing the effects of drinks and their application in healthy humans or sick 

population groups. 

 
Conclusion 

 

The purpose of this review is to elucidate the differences between water kefir 

and milk kefir, comparing the grains, method of preparation, effects of their 

consumption and the microbiological profile. The numerous beneficial effects 

associated with the consumption of both beverages serve as a basis for encouraging 

their consumption, mainly due to the easy preparation at home and at a low cost. From 

an industrial point of view, beverages have excellent sales potential due to the 

increased demand for foods with functional claims. 
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ARTIGO II  

ARTIGO ORIGINAL 

Título: Kefir de leite reduz desulfovibriacea em camundongos knockout IL-10 

 

Resumo 

A doença inflamatória intestinal (DII) é um distúrbio crônico que pode envolver 

qualquer parte do trato gastrointestinal e possui patogênese multifatorial. Alterações 

na composição e funcionalidade do microbioma estão relacionadas à DII e a utilização 

de probióticos vem sendo estudada na terapêutica da doença. Foram utilizados 

camundongos knockout IL-10 (n=16), com 9 semanas de vida, divididos em dois 

grupos, controle e kefir. Ambos receberam diariamente via gavagem 0,4ml de leite ou 

kefir por 4 semanas, com coleta de fezes e avaliação da massa corporal 

semanalmente. Ao final, os animais foram eutasiados e os órgãos coletados para 

análises. O grupo que recebeu kefir apresentou redução do gênero Desulfovibrio, que 

está associado com a DII e leaky gut. Também foi encontrado a presença de 

Lactobaccillus.  Peso do cólon e índice somático foram menores no grupo kefir. Ao 

final do experimento, todos animais apresentaram perda de peso. O kefir parece ter 

efeito na modulação da microbiota dos animais com DII, entretanto percebe-se a 

necessidade de mais estudos utilizando a bebida a fim de elucidar os mecanismos da 

mesma no ambiente intestinal.  

 

Palavras-chave: Kefir; Probióticos; Colite; microbiota intestinal. 
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Abstract 

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disorder that can involve any part of the 

gastrointestinal tract and has a multifactorial pathogenesis. Changes in the 

composition and functionality of the microbiome are related to IBD and the use of 

probiotics has been studied in the treatment of the disease. IL-10 knockout mice (n=16) 

9 weeks old were used, divided into two groups, control and kefir. Both received 0.4ml 

of milk or kefir daily via gavage for 4 weeks, with feces collection and body mass 

assessment weekly. Finally, the animals were euthanized and the organs collected for 

analysis. The group that received kefir showed a reduction in the genus Desulfovibrio, 

which is associated with IBD and leaky gut. The presence of Lactobaccillus was also 

found. Colon weight and somatic index were lower in the kefir group. At the end of the 

experiment, all animals showed weight loss. Kefir appears to have an effect on 

modulating the microbiota of animals with IBD, however, there is a need for more 

studies using the drink in order to elucidate its mechanisms in the intestinal 

environment. 

 

Keywords: Kefir; Probiotics; Colitis.   
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Introdução 

A doença inflamatória intestinal (DII) é um distúrbio crônico que pode envolver 

qualquer parte do trato gastrointestinal e pode ser considerada uma patologia global 

(Ng et al., 2017, Sairenji et al., 2017, Chou et al., 2019). Este termo compreende os 

distúrbios da Doença de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (CU), que se diferem do poto 

de vista anatômico e histológico (Hadji; Bouchemal, 2022), têm patogênese 

multifatorial com impacto da associação entre genética, fatores ambientais e 

microbiota intestinal (Dai et al., 2022; Ananthakrishnan, 2015). Em função disso, o 

desenvolvimento de terapias eficientes no combate da doença é um desafio (Parada 

Venegas et al., 2019).  

A associação entre microbiota intestinal e DII tem sido extensivamente estudada. 

Isso porque os mesmos fatores que interferem a microbiota intestinal, como 

amamentação, antibióticos e dieta, também podem ter efeito no desenvolvimento das 

DII (Pittayanon et al., 2020), podendo ser uma importante alternativa na busca por 

novas formas de terapia. Alterações na composição e funcionalidade do microbioma 

estão relacionadas à DII, como redução da diversidade alfa bacteriana, diminuição da 

produção de ácidos graxos de cadeia curta e aumento do estresse oxidativo (Kostic 

et al., 2014; Russo et al., 2019). 

Para estudo da fisiopatologia das doenças e desenvolvimento de novas 

terapêuticas, os modelos experimentais de inflamação intestinal são utilizados há 

décadas e permitem uma variedade de informações a respeito da imunologia da 

mucosa, manutenção e perturbação da homeostase intestinal (Kiesler et al., 2015). 

Os camundongos knockout para interleucina 10 (IL-10-/-), desenvolvem uma 

inflamação crônica espontânea (Mizoguchi, 2012), afetando todo o trato 

gastrointestinal, mas principalmente a região do cólon, se assemelhando com a DII 

em humanos do ponto de vista histopatológico (Elson et al., 1995, Davidson et al., 

1996).  

Outra estratégia estudada no desenvolvimento das terapias da DII é o uso de 

probióticos (Selvamani et al., 2022). Um dos possíveis benefícios do consumo de 

probióticos no tratamento dessas doenças refere-se ao seu efeito imunomodulador e 

propriedades anti-inflamatórias (Lê et al., 2022). O Kefir é uma produzida através da 

fermentação do leite pelos grãos de kefir, que são compostos por uma mistura de 

bactérias e leveduras (Sevencan et al., 2019, Curciarello et al., 2021), oferecendo 
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efeito probiótico, além da produção de compostos bioativos, como os peptídeos 

bioativos, aminoácidos, ácidos graxos de cadeia curta, enzimas e bacteriocinas, que 

agregam ainda mais efeitos benéficos à bebida (Pihurov et al., 2021).  

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do uso do kefir de 

leite nas manifestações da doença inflamatória intestinal, na composição da 

microbiota intestinal e na produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) em 

modelo experimental de doença inflamatória intestinal. 

 
Materiais e métodos 
 

Preparo do kefir 
 

Os grãos de kefir utilizados neste estudo foram obtidos de famílias que 

tradicionalmente fazem o seu consumo, na cidade de Viçosa, localizada na região da 

zona da Mata Mineira, Minas Gerais, Brasil. Optou-se pela utilização do kefir de leite 

em função do maior aprofundamento científico sobre o mesmo. A produção do leite 

fermentado foi realizada no Laboratório de Análise de Alimentos e Bioquímica 

Nutricional, do Departamento de Nutrição e Saúde (DNS), Universidade Federal de 

Viçosa (UFV).  

Para a produção do kefir de leite, os grãos foram separados em porções, sendo 

inoculados 10% dos grãos de kefir no leite de vaca integral, UHT, obtido do comércio 

local, de uma única marca e mesmo lote. Após a inoculação, o leite contendo os grãos 

de kefir foram mantidos em estufa com temperatura controlada 25 ± 2 ºC por 24 horas, 

sem agitação (Rosa et al., 2014). Os grãos foram separados do leite fermentado 

(kefir), lavados com água destilada e reutilizados para uma nova produção de kefir, 

sucessivamente (figura 1).  

O produto obtido pela fermentação do leite foi denominado kefir e foi ofertado 

aos animais durante o período de intervenção. 
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Figura 1. Fluxograma para a produção de kefir de leite 

 
Composição centesimal do kefir e avaliação do pH 
 

Foram realizadas as análises de composição centesimal, seguindo métodos 

descritos pela Association of Official Analytical Chemist – AOAC (2005, 1997, 1989). 

Nesta etapa, o kefir obtido através da fermentação do leite foi submetido ao processo 

de liofilização, que mantem alta preservação dos componentes do produto (Salcedo, 

2015). O líquido foi congelado a -80 ºC e posteriormente seco pela evaporação da 

água em condições de temperatura e pressão controladas, obtendo-se um pó. A 

diferença do peso entre o produto líquido e seco foi utilizada para cálculo da umidade. 

O produto em pó foi então utilizado para avaliação da composição centesimal, sendo 

a quantidade de carboidratos inferida por diferença. 

O pH do kefir foi determinado com o auxílio de um pHmêtro (Instrutherm, modelo 

PH-1900, Brasil) previamente calibrado em temperatura ambiente (Instituto Adolfo 

Lutz, 1985). 

 

Contagem de Bactérias Ácido Láticas e leveduras do Kefir 
 

A fim de determinar a viabilização do kefir como probiótico, foi necessário avaliar 

a quantidade de bactérias ácido láticas (BAL) da bebida a ser oferecida aos animais. 

Utilizando-se a técnica de microgotas, na superfície de cada placa contendo o meio 

ágar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS), foram inoculados 20 μL de diluições seriadas 

de kefir. As placas foram incubadas a 37 °C por 48h horas em estufa para a contagem 

de unidades formadoras de colônia (UFC).  
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Da mesma forma, a contagem de leveduras ocorreu pelo método de 

plaquamento em superfície com diluições seriadas. Na superfície de cada placa 

contendo ágar de batata e dextrose (BDA) acidificado com solução de 10 % de ácido 

tartárico, foram inoculados 100 μL das diluições decimais (10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-

6) do kefir. As placas foram então incubadas a 25 °C em estufa incubadora durante 5 

dias. A partir da fórmula: (média final da contagem de UFC x fator de diluição)/alíquota 

utilizada para o plaqueamento, determinou-se a quantidade de UFC/mL de kefir 

(Brasil, 2003). 

 
Animais e desenho experimental 

  
Os camundongos usados no experimento foram C57BL/6J IL-10 -/-, macho, com 

8 semanas, foram obtidos do Biotério Central, do Centro de Ciências Biológicas e da 

Saúde (CCB), da UFV, com aprovação da Comissão de Ética de Uso de Animais 

(CEUA/UFV) sob processo número 52/2019. Os animais foram mantidos em gaiolas 

coletivas, em ciclos claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 23 ± 2 ºC, 

recebendo água e ração comercial ad libitum até o final do experimento.  

Foram utilizados neste experimento 16 animais (apêndice 1). Esses, foram 

divididos em 2 grupos experimentais, controle (KOM, n=8) e kefir (KOK, n=8), 

distribuídos em função do peso.  Após uma semana de aclimatação, receberam via 

gavagem orogástrica, diariamente, 0,4 ml de leite UHT integral (KOM) e 0,4 ml de kefir 

(KOK, 2,4x108 UFC), durante 4 semanas (adaptado de Du et al., 2022), conforme 

desenho experimental abaixo (figura 2).  

Ao final de 13 semanas, os animais foram anestesiados com isoflurano 3% 

(Isoflorine®, Cristalia), seguido de exsanguinação total. Os tecidos foram removidos e 

lavados com solução tampão fosfato, pesados em balança semianalítica e 

armazenados a -80ºC até o momento da análise. 
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Figura 2. Desenho experimental 

 
Massa corporal, urina e fezes 
 

Semanalmente, os animais foram individualmente pesados para avaliação da 

massa corporal em balança digital. No mesmo momento, as fezes excretadas eram 

coletadas, armazenadas em eppendorf e rapidamente direcionadas ao -80ºC.  

Foi avaliado o peso e comprimento do intestino grosso, além do cálculo do índice 

intestino somático, obtido através da fórmula IS = (peso do órgão/peso do animal) X 

100. O comprimento foi avaliado utilizando régua graduada transparente.  

Para coleta da urina, os animais foram acondicionados em gaiolas metabólicas 

por 24 horas, 1 dia antes da eutanásia, onde permaneceram em jejum e oferta de 

água ad libitum nas últimas 12 horas.  

 

Permeabilidade intestinal 
 

Para avaliação da permeabilidade, os animais receberam via gavagem, 0,2ml de 

uma solução contendo 11,8 mg de lactulose e 8,9 mg manitol. Após, foram alocados 

em gaiolas metabólicas para coleta de urina, onde permaneceram por 24 horas, com 

água ad libitum e jejum nas 12 horas finais. A urina coletada durante o período foi 

armazenada em freezer a -80ºC até o momento da análise. As análises da 

concentração de lactulose e manitol foi avaliada utilizando Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (Shimadzu®, Quito, Japan), utilizando uma curva de 220nm, com 

coluna de 300 mm × 7.8 mm, fluxo médio de 1 ml/min, pressão de 54 Kgf. Utilizou-se 
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água acidificada com ácido sulfúrico como fase móvel. Os resultados foram expressos 

em mMol (Mendonça et al., 2009; Meddings et al., 1999).   

 

Quantificação de ácidos graxos de cadeia curta nas fezes totais 
 

As fezes coletadas na última semana experimental foram utilizadas para 

avaliação dos ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). As concentrações de acetato, 

propionato, butirato foram avaliadas em HPLC, com método adaptado (Smiricky-

Tjardes et al., 2003). A leitura foi realizada no equipamento Ultimate 3000, Dionex®, 

coluna RezexROA- Organic Acid H+ (8%), Phenomenex®, com comprimento de 

300mm e diâmetro de 7,8mm. A fase móvel utilizada foi ácido sulfúrico 5 mmolar, o 

fluxo de injeção 0,7mL/min, o volume de injeção 20μL e a temperatura do forno 45ºC. 

O detector utilizado foi o Rid RH01, Shodex®. Curvas padrão dos ácidos acético, 

propiônico e butírico (Supelco®) foram construídas. Os resultados são expressos em 

µmol/g de fezes. 

 

Sequenciamento do gene 16S rRNA  
 

Para sequenciamento genético, foram utilizadas fezes da primeira e da última 

semana de intervenção. Os animais foram dispostos em recipientes sanitizados 

individualmente, onde permaneceram até que uma quantidade suficiente de fezes 

fosse expelida espontaneamente. As amostras foram mantidas a -80ºC até o 

processamento. A extração de DNA fecal foi realizada conforme descrito por Zhang et 

al., 2006, utilizando-se 30±2 mg de fezes. As fezes coletadas dos animais (n=9/ cada 

grupo) foram distribuídas em 3 pools com 3 animais por pool. A concentração e 

integridade do DNA bacteriano foram avaliadas usando NanoDrop com cálculo da 

razão 260/230 e 260/280, ausência de esfregaço de degradação na eletroforese em 

agarose 0,8% e amplificação positiva por PCR utilizando primers 337F e 518R 16S 

rRNA para Região hipervariável V3 para detectar 16S rRNA (Park et al., 2021). As 

amostras foram então enviadas para a empresa Neoprospecta (Florianópolis, Santa 

Catarina, Brasil) para sequenciamento, em uma plataforma Illumina HiSeq 2500 

(Caporaso et al., 2012).  

 

Avaliação Metataxonômica 
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Os dados brutos (formato fastq) foram filtrados para remover leituras de baixa 

qualidade com pontuação de qualidade Phred menor que 30 usando o programa 

Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014). As leituras de alta qualidade foram inseridas 

no pacote DADA2 versão 1.8 implementado na plataforma R versão 3.6.1. Sequências 

quiméricas foram identificadas e deletadas. As sequências OTU representativas foram 

classificadas taxonomicamente usando o Silva 16S rRNA Database release 138 

(Quast et al., 2013).  

 

Análises estatísticas 
 

A normalidade das variáveis foi determinada pelo teste de Shapiro Wilk. Para 

comparação entre os grupos experimentais, nos casos de distribuição paramétrica, foi 

utilizado o teste t de Student. Teste não paramétricos foram utilizados para valores 

que não apresentavam distribuição normal.  

Os perfis de abundância bacteriana do top 50 foram calculados em níveis 

taxonômicos de filo para espécie em porcentagem de abundância e comparados 

usando um teste t de Student pareado ou teste de Wilcoxon para amostras 

dependentes e teste t de Student ou teste de Mann Whitney para amostras 

independentes. 

As análises estatísticas foram realizadas no software Package Statistical System 

28.0 for Windows Evaluation Version (SPSS), assumindo um p < 0,05. As análises da 

microbiota foram avaliadas utilizando o software GraphPad Prism 5. Os resultados 

foram expressos em média ± desvio padrão.   
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Resultados e discussão 
Avaliação da composição centesimal e pH 

 
Na Tabela 1 é possível verificar os resultados das análises relacionadas à 

composição de umidade, lipídios, proteínas, carboidratos, cinzas e pH, estabelecidas 

pela média de triplicatas, caracterizando a composição centesimal do leite fermentado 

pelos grãos de kefir. 

 

Tabela 1. Composição centesimal do kefir de leite e pH 
Componentes  

Umidade (%) 

Energia (kcal) 

Carboidratos (%) 

Proteína (%) 

Lipídeos (%) 

Cinzas (%) 

pH 

89,0 

53,8 

4,5 

3,2 ± 1,00 

2,6 ± 0,06 

0,7 ± 0,12 

4,03 ± 0,10 

 

Obteve-se um teor de umidade de 89%, valor esperado por se tratar de uma 

bebida. Em revisão realizada Otles e Cagindi (2003), valor semelhante foi encontrado, 

com percentual de umidade de 87,5. Em outra análise realizada pelo nosso grupo, a 

umidade também foi o componente com maior percentual, atingindo 90% (Rosa et al., 

2017).  

Em relação aos macronutrientes, a cada 100g, em média 3,19g foi 

correspondente ao conteúdo de proteínas. Esse valor se encontra superior ao exigido 

na legislação pertinente de leites fermentados, que considera um teor mínimo de 2,9g 

a cada 100g de produto (Brasil, 2007). Valores semelhantes de diferentes amostras 

foram descritos por Farnworth e Mainville (2008), entre 3,16 a 3,18% de proteína. 

Após a extração, obteve-se uma média de 2,58g de lipídeos para cada 100g do 

kefir. Considerando a utilização do leite integral como forma de substrato do kefir, o 

valor lipídico encontrado é inferior ao preconizado pela normativa de leites 

fermentados, que se encontra entre 3,0 a 5,0g de matéria gorda para cada 100g de 

produto (Brasil, 2007). De acordo com a mesma, o produto da fermentação seria 

classificado como parcialmente desnatado, com teor de gordura entre 0,6 a 2,9%. 
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A redução do teor de lipídeos pode ser resultado da ação de algumas espécies 

de leveduras presentes no kefir, com atividade lipolítica, que através da ação das 

lipases, assimilam o colesterol e aumentam a concentração de ácidos graxos livres, 

que podem ser então oxidados (Lopitz-Otsoa et al., 2006; Vujičić et al., 1992).  

A média do valor de pH encontrado em 3 dias de aferição do kefir foi de 4,03, 

valor esse que o caracteriza como ácido, por estar abaixo de 7,0. Tal característica é 

obtida pelo processo de fermentação do leite, que provoca a produção de ácido lático 

e contribui para a preservação do leite (Leite et al., 2013).  

 

Avaliação microbiológica do kefir 
 

A composição microbiológica do kefir pode variar de acordo com a origem dos 

grãos, o tipo de substrato utilizado para seu desenvolvimento e a forma como é 

cultivado (Prado et al., 2015). Sua composição química também sofre variação, com 

o tipo de leite, o processo de fermentação, as condições climáticas e o manejo dos 

grãos (Sarkar, 2008).  

Após plaqueamento em diluições seriadas, obteve-se contagem de 108 (UFC/g) 

de bactérias láticas totais e de 106 UFC/g de leveduras totais. Esse resultado permite 

inferir que o kefir analisado possui propriedades probióticas, visto que está de acordo 

com as características estabelecidas pelo MAPA (Brasil, 2007). 

 

Avaliação da massa corporal dos animais 
 

Ao final das 4 semanas, os animais foram pesados para avaliação da evolução 

da massa corporal. A média de peso dos animais diferiu apenas na segunda semana 

de intervenção, em que o grupo KOM (26,6g±1,08) teve média superior ao KOK 

(24,4g±1,4) (tabela 2). Ao avaliar a evolução da massa corporal, é possível observar 

que ao final do experimento, todos os animais perderam massa, indicando que 

desenvolveram a DII com sucesso, o que era esperado devido ao grau de inflamação 

que podem atingir. Na décima semana de experimento, os animais do grupo KOM 

ganharam massa, enquanto o grupo KOK perdeu (p=0,0002). Entretanto, na semana 

posterior, resultado inverso foi encontrado, com perda de massa no grupo KOM e 

ganho no grupo KOK. Na 11a semana, ambos ganharam massa, sem diferenças entre 

os grupos.  
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Tabela 2. Massa corporal semanal e evolução 

Semana Grupo 
Média massa 
corporal (g) p 

Evolução massa 
corporal (g) p 

8 
KOM 24,77±0,74 0,0538   
KOK 23,67±1,28    

9 
KOM 25,65±0,89 0,1050   
KOK 24,67±1,32    

10 
KOM 26,60±1,08 0,0034* 0,96±0,42 0,0002* 
KOK 24,40±1,40  -0,27±0,39  

11 
KOM 25,96±2,05 0,2233 -0,65±1,08 0,0232* 
KOK 24,84±1,33  0,46±0,59  

12 
KOM 26,09±1,45 0,1459 0,33±0,87 0,6859 
KOK 25,04±1,18  0,18±0,53  

13 
KOM 22,75±1,37 0,5200 -3,50±0,44 0,1867 
KOK 22,28±1,49  -2,76±1,34  

 
KOM: knockout leite; KOK: knockout kefir.  
Resultados expressos em média e desvio padrão. 
 
  

Em estudo de Chen e colaboradores (2017), também foi observado perda de 

massa dos animais IL-10 -/-, porém com melhora significativa no grupo tratado com 

probiótico em relação ao grupo não tratado. O mesmo resultado foi encontrado em 

estudo utilizando vesículas extracelulares de bactérias gram positivas presentes no 

kefir no tratamento de animais com indução de DII, com ganho significativo de massa 

corporal dos animais (Seo et al., 2018). Diferentemente, (Roller, 2004; Kuo, 2013) não 

encontraram diferenças no ganho de massa com a utilização de probióticos ou 

prebióticos. 

Em relação ao intestino grosso (figura 3), o grupo KOK teve peso inferior ao KOM 

(0,43g±0,08 vs 0,54g±0,06; p=0,0124). Resultado diferente do encontrado em estudo 

de Araki (2004), em que o peso do cólon não alterou com o uso de probiótico. Já em 

estudo utilizando prebióticos e simbióticos, o peso do ceco foi alterado, sendo maior 

nos grupos tratados, indicando o possível aumento de bactérias fermentadoras (Kuo, 

2013). O índice somático também diferiu entre os grupos, sendo inferior no grupo KOK 

(1,97±0,45 vs 2,37±0,22; p=0,0403). O comprimento do cólon não apresentou 

diferenças entre os grupos.  
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Figura 3. Avaliação do intestino grosso 
 
Permeabilidade intestinal e AGCC 
 

Não foram encontradas diferenças entre as concentrações de lactulose (p=0,67) 

e manitol (p= 0,26) (tabela 3), caractetizados como carboidratos não digeríveis e 

utilizados para avaliação da permeabilidade intestinal. Em estudo de Gomes e 

colaboradores (2023), o kefir também não alterou as concentrações de lactulose e 

manitol em ratos saudáveis. Em estudo de nosso grupo utilizando modelo de câncer 

colorretal, o uso do kefir reduziu a excreção dos açúcares na urina (Reis et al., 2019). 

A utilização de lactulose e manitol como marcadores de permeabilidade intestinal 

ocorre em função da passagem pela via paracelular do primeiro e via transcelular do 

segundo (Teixeira et al., 2014).  

Tabela 3. Excreção urinária de lactulose e manitol pelos camundongos.  
Variáveis KOM KOK 

Lactulose (mMol) 

Manitol (mMol) 

Razão Lactulose/Manitol 

8,68 ± 2,85 

8,98 ± 1,12 

0,75  ± 0,26 

7,12 ± 2,65 

7,10 ± 1,28 

0,93 ± 0,34 

 

A zonulina, um marcador de permeabilidade intestinal por alteração das tigh 

junctions, esteve reduzida em modelo de obesidade e esteatose hepática com a 

utilização do kefir ou de seus microrganismos isolados (Pražnikar et al., 2020; Kwon 

et al., 2019). 

A atividade das bactérias intestinais foi avaliada pela concentração fecal dos 

AGCC acetato, butirato e proprianato. Os ácidos graxos de cadeia curta são um 

importante substrato influenciador nas vias de sinalização, tanto para a microbiota 
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intestinal, quanto para o sistema imune, ambos envolvidos no desenvolvimento da DII 

(Deleu et al., 2021). Entretanto, não foram encontradas diferenças entre acetato, 

proprianato e butirato nos grupos experimentais (p= 0,11; 0,39; 0,39) (tabela 4). 

 

Tabela 4. Concentração de ácidos graxos de cadeia curta fecal.  
Variáveis KOM KOK 

Acetato (µmol/g de fezes) 

Propianato (µmol/g de fezes) 

Butirato (µmol/g de fezes) 

0,012 ± 0,002 

0,002 ± 0,001 

0,030  ± 0,007 

0,007 ± 0,001 

0,002 ± 0,000 

0,028 ± 0,012 

 

O consumo de probióticos pode modular a microbiota intestinal, favorecendo 

bactérias produtoras de AGCC (Dalile et al., 2019). O kefir possui bactérias ácido 

lácticas, que produzem AGCC no intestino grosso (Gomes et al., 2023).   

O mesmo resultado também foi encontrado em estudo de Silva et al. (2023), 

em que não foram encontradas diferenças em animais induzidos para colite com o 

uso de kefir. Em estudo do nosso grupo também utilizando kefir de leite, o mesmo 

aumentou a produção de butirato fecal e cerebral em animais saudáveis (Pereira et 

al., 2023). Em estudo de Du et al. (2022), o uso do kefir em animais induzidos para 

injúria cecal manteve as concentrações de AGCC, bem como apoiou as bácterias 

produtoras dos mesmos (Lachnospiraceae, Blautia e Ruminococcus).  

O butirato promove a função da barreira intestinal, se ligando a células 

específicas do epitélio, o que depende das suas concentrações locais (Venegas et al., 

2019). Assim, as baixas concentrações de butirato encontradas poderiam justificar a 

ausência de efeito positivo na permeabilidade, possivelmente em função do curto 

período de intervenção.  

 

Análise Metataxonômica 
 

Os resultados da análise de metataxonomia foram avaliados de 2 formas: 

intragrupo e intergrupo. As fezes coletadas de um grupo na primeira semana (A) de 

intervenção foram comparadas com as fezes do mesmo grupo na última semana (B). 

Além disso, as fezes da última semana foram comparadas entre os dois grupos.  

Os filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria estiveram presentes nos dois 

grupos e nos dois momentos de avaliação (figura 4). Os dois primeiros filos são os 
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mais presentes no trato gastrointestinal (Procházková et al., 2023). A disbiose pode 

ser avaliada através da razão entre Firmicutes e Bacteroidetes (razão F:B), sendo 

utilizada como um fator de predisposição para doenças (Jandhyala et al., 2015).  

Em indivíduos com DII, é observado uma redução da razão F:B, bem como uma 

redução da abundância de Firmicutes na fase ativa da doença (Stojanov et al., 2020). 

Comprovando, um aumento de Bacteroidetes foi encontrado por Walker e 

colaboradores (2011) de pacientes com DC e CU. Em nosso estudo, a intervenção 

com kefir aumentou a razão, enquanto o grupo controle diminuiu a razão F:B, o que 

poderia indicar um desequilíbrio na microbiota do último. Em estudo de Qu et al. 

(2021), animais induzidos para DII com dextran sulfato de sódio (DSS) tiveram uma 

redução da abundância de Firmicutes e Bacteroidetes, enquanto a suplementação 

com o flavonoide Kaempferol preveniu a redução da razão. Já em estudo utilizando 

Parthenolide, um composto natural, não houve diferença na razão entre os animais 

induzidos com DSS (Liu et al., 2020).  

Um aumento da abundância de Proteobacteria está relacionada com a colite. Shin 

e colaboradores (2015) sugerem a hipótese de que a resposta desregulada do sistema 

imune leva ao aumento de Proteobacteria que, em contrapartida, promove a 

inflamação intestinal, sendo respaldado por estudos em animais e humanos. Em 

nosso estudo, não foram observadas diferenças na abundância de Proteobacterias 

(figura 4) entre os grupos experimentais, mas é notório a importante presença do filo 

na microbiota fecal dos animais.  

O filo Actinobacteria, esteve presente no grupo tratado com kefir na última semana 

de intervenção. O filo foi encontrado em amostras de kefir nos estudos de (Tenorio‐
Salgado et al., 2021; Marsh et al., 2013; Dobson et al., 2011). Da mesma forma, o filo 

Patescibacteria também foi encontrado no grupo KOK. No grupo controle, o filo esteve 

presente nos animais na primeira semana de intervenção, mas não foi encontrado ao 

final. Em estudo de Zhu (2022), o filo estava aumentado em pacientes na fase ativa 

da colite em comparação aos indivíduos saudáveis. As bactérias do filo não 

apresentam um ciclo de ácido tricarboxílico (TCA), o que sugere serem fermentadoras 

anaeróbicas estritas (Chang et al., 2022). Segundo o autor, a presença do filo poderia 

estar associada negativamente aos camundongos com colite induzidos com DSS.  
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Figura 4. (A) Análises taxonômicas da microbiota fecal ao nível de filo, família e 
gênero.  
KOK: knockout kefir; KOM knockout leite; A: primeira semana de intervenção B: quarta semana de 
intervenção.  
 

Ao avaliar a família Burkholderiaceae, não foi observado diferença entre os grupos, 

entretanto houve uma redução no grupo KOM (p=0,0207) (figura 5). Em estudo de Ma 

e colaboradores (2021), animais que receberam azoxymetano (AOM) e DSS para 

indução de câncer tiveram redução da família em comparação ao grupo controle. Ao 

receberem um exopolissacarídeo produzido por Lactiplantibacillus plantarum-12, a 

abundância relativa aumentou.  

A família Desulfovibrionaceae esteve aumentada no grupo KOM em comparação 

ao grupo KOK (p=0,0428). A família produz um metabólito (sulfato de hidrogênio) que 

pode quebrar a barreira da mucosa intestinal e induzir DII (Zhai et al., 2021) e é mais 

prevalente em indivíduos com DII em comparação com indivíduos saudáveis (Nagao-

Kitamoto; Kamada, 2017). Em camundongos obesos com tolerância a glicose 

diminuída, a família esteve aumentada (Zhang et al., 2010).  Já em estudo com 
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indivíduos obesos, a perda de peso promoveu redução da família, além da redução 

das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 (Xiao et al., 2004). 

A família Saccharimonadaceae esteve presente ao final da intervenção com kefir 

(figura 5) e reduziu no grupo controle (p=0,03). Saccharibacterias apresentam 

metabolismo limitado, sendo consideradas epibiontes obrigatórias da superfície de 

outras bactérias. Produzem diversas enzimas catabólicas que degradam moléculas 

complexas (Zhukov et al., 2022). 

A família Lactobacillaceae foi identificada apenas no grupo KOK (figura 5). Sua 

presença foi identificada já na primeira semana de intervenção, entretanto o aumento 

ao final não foi estatisticamente superior. Diversas espécies de Lactobacillus já foram 

encontradas em amostras de kefir (Rosa et al., 2017), estando entre os 

microrganismos mais comumente encontrados no mesmo (Slattery et al., 2019).  

Não houveram diferenças entre as famílias Erysipelotrichaceae, Familia_XIII, 

Lachnospiraceae, Muribaculaceae, Pseudomonadaceae e Ruminococcaceae. 
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Figura 5. Análises taxonômicas da microbiota fecal ao nível de família.  
 

O gênero Parasutterella reduziu no grupo KOM (p=0,0207). Apesar do gênero 

ser caracterizado como um componente central da microbiota intestinal humana e de 
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camundongos (Ju et al., 2019), esse foi associado a inflamação crônica intestinal em 

pacientes portadores de síndrome do intestino irritável (Chen et al., 2018).  

O gênero esteve aumentado em indivíduos com DC em comparação à 

indivíduossaudáveis (Yan et al., 2023). Em estudo de Sharma e colaboradores (2022), 

que avaliou associação entre similaridade genética e microbioma em famílias com DII, 

12 regiões cromossômicas foram associadas com sete gêneros microbianos, dentre 

eles o Parasutterella, indicando que o componente genético da doença está 

relacionado com a composição microbiana.  

O uso de um coquetel probiótico reduziu a abundância do gênero em 

camundongos induzidos para colite com DSS (Zhu et al., 2022). Em estudo de Feng 

et al. (2022), o gênero esteve presente nos animais induzidos para colite com DSS, 

havendo redução com uso de crocetina, um dos compostos bioativos presentes no 

açafrão. Já em trabalho utilizando uma dieta balanceada em aminoácidos utilizando o 

mesmo modelo experimental, o gênero também reduziu, além de apresentar uma 

correlação positiva com TNF-α, IL-1β, e IL-6 e uma correlação negativa com a citocina 

anti-inflamatória IL-10 (Li et al., 2022). 

Desulfovibrio, o único gênero da família Desulfovibrionaceae identificado, estava 

mais abundante no grupo KOM em comparação com o grupo KOK (p=0,0428) (figura 

6). Este tem se mostrado presente em biópsias de pacientes com CU (Rowan et al., 

2010). Bactérias anaeróbicas redutoras de sulfato usam compostos orgânicos como 

fonte de energia e carbono, através de um processo que é denominado redução 

dissimilatória de sulfato. São formados então sulfeto de hidrogênio (H2S) tóxico, que 

em altas concentrações, pode provocar inflamação do epitélio intestinal e 

consequentemente o desenvolvimento de colite (Kushkevych et al., 2020).  

Os efeitos do H2S podem ser estimulatórios e inibitórios em vários processos 

gastrointestinais, como inflamação, respostas contráteis, câncer e apoptose (Singh; 

Lin, 2015). A conversão de H2S para tiossulfato poderia ser um mecanismo de 

proteção da mucosa intestinal para prevenção dos efeitos tóxicos que poderiam levar 

a injúrias no epitélio, sendo então um defeito no processo de detoxificação uma 

possível causa de doenças intestinais, como a colite (Levitt et al., 1999).  

O aumento de Desulfovibrio, a bactéria mais prevalente redutora de sulfato, está 

associada com a DII, além de bolsite, uma inflamação que ocorre no revestimento de 

uma bolsa criada durante cirurgia para tratar a colite ulcerosa ou outras doenças; 
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periodontite e doença de Parkinson e outras doenças que estão relacionadas com um 

aumento da permeabilidade intestinal, conhecido como leaky gut (Singh et al., 2022).  

Outro fator importante é o consumo do sulfato na alimentação, que pode ser 

encontrado em alguns pães, farinha de soja, frutas secas, vegetais do grupo das 

brassicas e algumas bebidas, como cervejas e vinhos (Kushkevych et al., 2019). 

Como as bactérias do gênero Desulfovibrio utilizam o sulfato como recepetor terminal 

de elétrons e compostos orgânicos em seu metabolismo, a ingestão de uma dieta 

contendo sulfato aumentaria a sua abundância, que está relacionada com o 

desenvolvimento da DII.  

O consumo de Lactobacillus plantarum P-8 Lp-8 provocou redução do gênero 

em voluntários humanos em estudo de Wang et al. (2013). Quando utilizou-se o 

prebiótico glicomacropeptídeo (Sawin et al., 2015), a concentração fecal do gênero 

também reduziu, bem como citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, e IL-1β).  

Este achado leva-nos à constatação que o processo inflamatório da DII já estava 

instalado desde o início da intervenção e que a utilização do kefir foi capaz de reduzir 

a abundância do mesmo. 
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Figura 6. Análises taxonômicas da microbiota fecal ao nível de gênero.  
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 O gênero Candidatus_Saccharimonas do filo Patescibacteria foi reduzido no 

grupo controle (p=0,03), com um discreto aumento ao final da intervenção com kefir 

(figura 6). 

Foi observada redução do gênero em camundongos induzidos ao câncer 

colorretal com AOM/DSS, com aumento da abundância utilizando-se Corilin, um 

composto com efeitos farmacológicos em função das suas propriedades 

antioxidantes, extraído do fruto e sementes da Psoralea corylifolia L. (Chang et al., 

2022). O mesmo modelo foi utilizado para avaliar a utilização de celulose, com 

aumento da abundância do gênero e uma correlação negativa com IL-6, IL-1b eTNF-

a, tendo um efeito benéfico (Li et al., 2021). Em modelo de colite induzido por DSS, a 

utilização de peptídeos da clara de ovo aumentou a abundância do gênero. 

Encontraram também uma correlação negativa do gênero nos animais induzidos com 

IL-6, IL-1 β, TNF-α e IL-8, sugerindo que o gênero pode participar na imunomodulação 

e no reparo intestinal (Ge et al., 2021).   

A utilização de Lacticaseibacillus paracasei aumentou a abundância do gênero 

Candidatus_Saccharimonas em camundongos SAMP8 idosos (Chen et al., 2021), 

sendo negativamente correlacionado com as concentrações de IgE e IgM na mucosa 

intestinal.   

Diferentemente, em estudo do nosso grupo, utilizando simbiótico com animais 

IL-10 -/- induzidos a lesões pré neoplásicas com 1,2-dimethylhydrazina, o grupo 

tratado teve sua abundância reduzida em comparação ao grupo controle (Cruz et al., 

2020). Os autores sugerem que o gênero Candidatus_Saccharimonas pode 

influenciar diretamente a resposta inflamatória responsável pelo desenvolvimento do 

câncer colorretal.  

 A maioria dos probióticos utilizados para tratamento da DII são do filo 

Firmicutes, como apresentado por Stojanov e colaboradores (2020). Diversas 

espécies de Lactobacillus são utilizadas, dentre elas L. reuteri, L. plantarum, L. 

fermentum e L. casei. Com exceção do L. fermentum, todas as espécies de 

Lactobacillus já foram encontradas ou estão relacionadas ao consumo de kefir em 

diversos desfechos, como perda de peso, redução de citocinas pró inflamatórias, 

alterações no perfil colesterolêmico e redução do estresse oxidativo (Peluzio et al., 



54 
 

 
 

2021).  Em modelos animais, o gênero afeta direta ou indiretamente a inflamação, 

promovendo a restauração da integridade da barreira intestinal (Rastogi; Singh, 2022).  

Figura 9. Análises taxonômicas da microbiota fecal ao nível de gênero.  
 
 Os resultados encontrados apontam que o grupo controle e o kefir tiveram 

alteração na microbiota intestinal. O uso do kefir, quando comparado ao grupo 

controle, reduziu a abundância relativa de Desulfovibrio, um gênero presente em 

biópsias de indíviduos com CU, que está associada com a leaky gut, um 

comprometimento na integridade da barreira intestinal (Singh et al., 2022).  Também 

foi encontrado redução das bactérias Candidatus_Saccharimonas e Parasutterella no 

grupo controle. A primeira é produtora de AGCC, com importante influência na 

manutenção do pH intestinal (Ma et al., 2023) e tendo uma correlação negativa com 

citocinas pró-inflamatórias (Wang et al., 2022). Já a segunda está associada com a 

inflamação intestinal (Chen et al., 2018) e apresenta correlação positiva com citocinas 

pró-inflamatórias (Li et al., 2022). Além disso, a presença de Lactobaccilus, um gênero 

conhecido por seus efeitos benéficos, também mostra a modulação da microbiota com 

a utilização do kefir. Entretanto, o tempo de administração não foi suficiente para que 

seu aumento fosse significativo.  

  



55 
 

 
 

Conclusão 
 

Os resultados encontrados utilizando o modelo IL-10 -/- se mostrou similar aos 

disponíveis na literatura, com perda de massa corporal pelos animais. Observou-se 

alteração da composição da microbiota intestinal, com aumento do gênero 

Desulfovibrio e presença de Lactobacillus com a utilização do kefir em comparação 

ao grupo controle. Candidatus_Saccharimonas e Parasutterella foram reduzidas no 

grupo controle ao final do período de intervenção. Os resultados encontrados sugerem 

que a intervenção com kefir aumentou a diversidade bacteriana, além de reduzir a 

abundância de Desulfovibrio. Não foram encontradas diferenças em relação à massa 

corporal, permeabilidade intestinal e AGCC. Apesar de ter sido utilizado como um 

controle, o leite foi capaz de reduzir a abundância de alguns gêneros. Mais estudos 

são necessários a fim de se elucidar os possíveis efeitos da utilização das bebidas de 

leite e kefir na terapêutica da doença, enfatizando-se os estudos com maior tempo de 

intervenção. 
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CONCLUSÕES GERAIS  

 No nosso estudo, foi observado que o kefir utilizado possuía características 

de efeito probiótico. Em relação à composição microbiológica fecal, foi possível 

observar maior diversidade no grupo kefir, com redução de Desulfovibrio e a presença 

de Lactobacillus logo na primeira semana de análise da microbiota fecal, o que reforça 

a utilização da bebida na terapêutica da DII. Ao final do experimento, todos os animais 

apresentaram perda de massa corporal, comum ao modelo experimental. Houve 

diferença no peso do cólon dos animais, sendo maior no grupo controle. A avaliação 

da permeabilidade intestinal e ácidos graxos de cadeia curta não demonstrou 

diferenças entre os grupos.  

 A utilização de bebidas probióticas como kefir na terapêutica da DII deve ser 

amplamente estudada, uma vez que fazem parte da cultura alimentar de diversos 

países e podem ter efeitos positivos nos indívuos acometidos com as doenças. 

Entretanto mais estudos são necessários a fim de se elucidar os possíveis efeitos da 

utilização do kefir, bem como estudos com maior tempo de intervenção. 
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APÊNDICE A – Cálculo amostral 

 

Fórmula proposta (Mera, Thompson et al. 1998): 

N= 2 x (tɑ/2 x DP)2 

             E2 

Em que: 

tɑ/2= valor da tabela de distribuição t (two-tailed) 

DP= desvio padrão 

E= diferença que se deseja detectar no estudo 

 

Tabela X – Variáveis a serem utilizadas para cálculo amostral, segundo estudo de 

(Chen et al. 2010). 

 Grupo controle Grupo tratado Média C – T 

Peso (g) 

N 

20,26 ± 1,7 

20 

22,08 ± 1,78 

20 

1,82 

- 

 

tɑ/2 = 2,5 

 

N = 2 x (2,5 x 1,78)2 = 5,98 

               1,822 

 

20% de perda → 7,18 animais 

 

A partir do valor encontrado, serão necessários 8 animais por grupo experimental. 
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