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RESUMO

O Kefir é considerado uma bebida com muitos beneficios a satde e possivelmente é um dos
produtos alimenticios probidticos mais antigos. Objetivou-se desenvolver diferentes
formulacGes de kefir saborizado com polpa de cagaita, Eugenia dysenterica, avaliando suas
caracteristicas fisico-quimicas, microbiol6gicas, reoldgicas, colorimétricas, vida de
prateleira e aceitacdo sensorial. Foram elaboradas nove formulagbes com diferentes
concentragfes de aclcar e polpa de cagaita. As formulagdes foram fermentadas com as
culturas iniciadoras eXact® KEFIR 12 e YoFlex® Harmony 1.0, totalizando 14 bacteérias.
As anélises fisico-quimicas realizadas para a matéria-prima e para as formulagdes foram:
pH, acidez, teor de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos e valor energético total.
As anélises microbioldgicas realizadas nas formulag6es, foram: Numero Mais Provavel de
coliformes a 35 °C, NUumero Mais Provavel de coliformes a 45°C e pesquisa de Salmonella
sp. Nas formulagbes foram realizadas, semanalmente, analise de acidez e contagem de
bactérias acido lacticas para determinar a vida de prateleira. A analise de variancia e o teste
de Tukey foram utilizados para a analise estatistica dos dados. O kefir apresentou
caracteristicas fisico-quimicas de acordo com os padrdes estabelecidos pela legislacdo. As
formulacGes de kefir apresentaram vida de prateleira de oito semanas sob refrigeracdo a 5°C,
mantendo as contagens de bactérias acido lacticas acima de 10’ UFC/g e a acidez abaixo de
1g de &cido lactico/100g. Com excecdo de duas formulagdes que ndo continham agucar em
sua composicdo, as demais formulacdes de kefir tiveram boa aceitacdo na anélise sensorial,
com notas entre “gostei ligeiramente” e “gostei extremamente” para 0s atributos aparéncia,
cor, aroma, sabor, consisténcia e impressdo global. As formulacdes que tiveram maiores
notas para os atributos sabor e impressdo global foram as que continham 10% de acucar e
0% ou 10% de polpa de cagaita, e também foram as que tiveram maiores notas para a
intencdo de compra, com notas que na ficha de avaliacdo sensorial correspondia a “eu
provavelmente compraria”. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o kefir
pode ser produzido industrialmente utilizando culturas iniciadoras e apresentar longa vida
de prateleira e boa aceitacdo pelo consumidor brasileiro, 0 que o confirma como um produto
lacteo promissor.

Palavras-chave: alimento funcional, bactérias acido lacticas, leite fermentado, probiotico,

fruto do cerrado.
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ABSTRACT

Kefir is considered a beverage with many health benefits and is possibly one of the oldest
probiotic food products. The objective was to develop different formulations of kefir
flavored with cajita pulp, Eugenia dysenterica, evaluating its physico-chemical,
microbiological, rheological, colorimetric, shelf life and sensorial acceptance characteristics.
Nine formulations with different concentrations of sugar and cajita pulp were prepared. The
formulations were fermented with the eXact® KEFIR 12 and YoFlex® Harmony 1.0 starter
cultures, totaling 14 bacteria. The physico-chemical analyzes carried out for the raw material
and for the formulations were: pH, acidity, moisture content, ashes, proteins, lipids,
carbohydrates and total energetic value. Microbiological analyzes carried out in the
formulations were: Most Likely Number of Coliforms at 35 ° C, Most Likely Number of
Coliforms at 45 ° C and Salmonella sp. In the formulations were carried out, weekly, acidity
analysis and lactic acid bacteria count to determine the shelf life. The analysis of variance
and the Tukey test were used for the statistical analysis of the data. Kefir presented physico-
chemical characteristics according to the standards established by the legislation. Kefir
formulations showed shelf life of eight weeks under refrigeration at 5 ° C, keeping lactic
acid bacteria counts above 10’ CFU / g and acidity below 1g lactic acid / 100g. With the
exception of two formulations that did not contain sugar in their composition, the other
formulations of kefir were well accepted in the sensory analysis, with notes between "slightly
liked" and "extremely liked" attributes for appearance, color, aroma, flavor, consistency and
overall impression. The formulations that had the highest grades for the flavor and overall
impression attributes were those containing 10% sugar and 0% or 10% cashew pulp, and
also those that had the highest grades for the purchase intent, with notes that Sensory
evaluation form corresponded to "I would probably buy". The results obtained in the present
work indicate that kefir can be produced industrially using starter cultures and present a long
shelf life and good acceptance by the Brazilian consumer, which confirms it as a promising
dairy product.

Keywords: functional food, fermented milk, lactic acid bacteria, probiotic, cerrado fruit.



1. INTRODUCAO

Os produtos lacteos fermentados acidificados através do crescimento de
bactérias acido lacticas, como Lactobacillus spp., Lactococcus spp. e Strepcococcus
thermophilus, tém sido produzidos ha muitos séculos e seu consumo atualmente é expressivo
em diversos paises. Os principais produtos de leite fermentado sdo iogurte, kefir, kumis e
coalhada®.

No Brasil, de acordo a Instru¢cdo Normativa n° 46 de 2007, do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento, que estabelece o Padrédo de Identidade e Qualidade
de Leites Fermentados, entende-se por Leites Fermentados “os produtos adicionados ou ndo
de outras substancias alimenticias, obtidas por coagulacdo e diminui¢do do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica
mediante acdo de cultivos de micro-organismos especificos; estes devem ser viaveis, ativos
e abundantes no produto final durante seu prazo de validade™?.

O kefir € um produto de leite fermentado originario da regido do Caucaso, na
Europa. Tradicionalmente o kefir era produzido pela inoculacdo de gréos de kefir no leite de
vaca ou cabra em recipientes de pele de animal, seguido de um periodo de fermentacdo de
aproximadamente um dia a temperatura ambiente. Hoje o kefir é produzido em todo o
mundo, sendo mais popular na Europa Oriental, onde geralmente é elaborado a partir de leite
de vacal.

De acordo com a Organizacdo das NacBGes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (WHO/FAO), os grdos de Kefir sdo constituidos por bactérias dos géneros
Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Lactococcus sp. e Acetobacter sp., leveduras
fermentadoras de lactose, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis e Torula kefir, e
leveduras ndo fermentadoras de lactose, como Saccharomyces unisporus, Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces exiguus. Estes micro-organismos sdo responsaveis pela
fermentagdo &cido lactica, acido acética e alcoolica do leite, produzindo um leite fermentado
com propriedades Unicas’.

O leite fermentado com gréos de kefir resulta em um produto com baixo teor de
lactose e uma grande variedade de compostos bioativos diferentes, como acidos organicos,
lactico, acético, butirico e propionico, CO2, H20, etanol, peptideos bioativos,
exopolissacarideos e bacteriocinas. Estes compostos podem atuar independentemente ou em

conjunto para produzir os beneficios a satde atribuidos ao consumo do kefir?.



O kefir é uma fonte provavel de probioticos de interesse, tal fato coloca este
produto como potencial funcional. Segundo a Portaria n° 398, de 30 de abril de 1999, da
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Sadude, alimento funcional é todo aquele
alimento ou ingrediente que, além das suas fungdes nutritivas basicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a saude
humana®.

Os beneficios a saude associados ao consumo do kefir incluem atividade
antitumoral e anticarcinogénica, auxilio na ma digestdo da lactose, sintese de vitaminas do
complexo B, efeitos anti-inflamatorios, modulacdo do sistema imunoldgico e efeitos
hipocolesterolémicos. No entanto, deve-se levar em conta que ha consideravel variacéo nas
preparacdes de kefir usadas nos estudos cientificos. A variabilidade microbiana,
principalmente, quando se utiliza grdos de kefir, e as diferencas nas condic¢des de producao
resultam em produtos finais com diferentes perfis microbianos e componentes bioativos?.

Atualmente existe maior interesse e preocupacdo com a salde por parte da
populacdo procurando alimentos mais saudaveis que proporcionem melhor qualidade de
vida, sendo o kefir uma excelente opcdo. No Brasil, o consumo do kefir vem crescendo.
Apesar de ja existir a producédo industrial, ainda que regional, na maioria das vezes 0s graos
de kefir sdo doados e a producgéo ocorre de maneira artesanal nas residéncias, para consumo
préprio, sem haver, portanto, uma padronizacdo na elaboracdo do kefir e condicGes
higiénicas de manipulacdo.

O uso de culturas comerciais simplifica a producdo comercial de kefir e com
uma selecdo cuidadosa das espécies bacterianas, € possivel produzir um produto que tenha
um sabor caracteristico de kefir e boa conservacdo. Por isso, € interessante que seja feita a
padronizacdo da producdo do kefir de modo que a sua elaboracédo esteja de acordo com a
legislacdo, e também a divulgacéo e incentivo do seu consumo, pois se trata de uma bebida
com muitos beneficios a saude. Além disso, é possivel melhorar as caracteristicas sensoriais
do kefir por meio da adicdo de aromas e sabores de frutos regionais do cerrado, como a

cagaita, o que agrega valor ao produto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve historico do kefir

A origem do vocéabulo kefir vem da lingua turca keyif, que significa "bom
sentimento”, devido a boa sensacdo que o consumidor sente apds bebé-lo®. Muitos
pesquisadores relatam que o kefir € uma bebida originaria das montanhas do Céucaso, ha
cerca de 2.000 anos. As tribos mugulmanas desta regido acreditavam que os graos de kefir
eram um presente de Ala’. Possivelmente, os grios de kefir surgiram a partir da fermentagéo
do leite de cabra ou vaca em bolsas confeccionadas com peles de animais. O leite fermentado
era removido para 0 consumo e um novo leite era adicionado aos residuos que ficavam
dentro da bolsa. Ao longo do tempo diferentes micro-organismos se acumularam e foram se
incorporando a um material composto por proteinas e polissacarideos, formando assim o
grao®.

O kefir pode ter surgido em diferentes lugares. Foram encontrados vestigios de
kefir em tumbas no cemitério de Xiaohe, China, evidenciando a utilizacdo do kefir ha
aproximadamente 3.800 anos pelas tribos locais. O kefir era uma alternativa ao consumo do
leite, j& que estas tribos apresentavam intolerancia a lactose. Desse modo, o kefir de leite fez
parte da cultura nutricional tibetana e ap6s muito tempo tornou-se conhecido pelos europeus

como “cogumelo tibetano”, pelo seu formato®.

2.2. Os Gréos de kefir

Os gréos de kefir ttm um formato semelhante a couve-flor, apresentando uma
textura viscosa e estruturalmente forte, multi-lobular e irregular (Figura 1). A coloragdo varia
do branco ao branco amarelado e o tamanho varia de 0,3 a 3 cm de didametro. Os grdos de
kefir sdo compostos por uma matriz de polissacarideos, o kefiran, e proteina, densamente

povoada por bactérias acido-lacticas, acido-acéticas e leveduras®®-14,



Figura 1 - Gréo de Kefir, adaptado de
Garofalo et al®®.

Pesquisadores afirmam que novos gréos de kefir s6 podem ser obtidos pela
multiplicagdo dos gréos ja existentes. No entanto, faltam informagdes cientificas sobre como
os primeiros graos de kefir surgiram!*-1¢. Motaghi et al.” produziram grdos semelhantes ao
kefir utilizando saco de pele de cabra com leite pasteurizado adicionado de flora intestinal
de ovelha. O saco contendo a mistura foi incubado a 24-26°C durante dois dias, sendo
homogeneizado a cada hora. Apds aproximadamente 75% do leite ter coagulado, o conteido
coagulado foi trocado por leite fresco. Este processo foi repetido durante 12 semanas e ao
final notaram que uma camada de polissacarideo se formou na superficie interna do saco.
Quando esta camada foi removida e adicionada ao leite, formaram-se grédos de 0,5-3,2 cm
de didmetro, muito semelhantes aos gréos de Kefir tradicionais. Alguns micro-organismos
isolados foram similares aos achados nos graos de kefir tradicionais.

A combinacéo de diferentes fatores influencia no aumento da biomassa dos graos
de kefir, destacando: a renovacdo do leite em intervalos regulares, a temperatura de cultivo,
a lavagem dos graos e a presenca de nutrientes essenciais nas concentragdes corretas no meio
de crescimento®®,

O kefiran é responsavel por unir 0s micro-organismos a matriz proteica nos graos
de kefir'®. Sua estrutura esta formada por quantidades aproximadamente iguais de D-Glicose
e D-Galactose (glucogalactano)?°. O Kefiran € o principal polissacarideo sollivel em agua
produzido pelo Lactobacillus kefiranofaciens e sua presenca atribui maior viscosidade a



bebida?!. Segundo Cheirsilp et al.?? a producio desse polissacarideo é estimulada pela
interacdo do L. kefiranofaciens com a levedura S. cerevisiae. Autores como Cheirsilp et al.?2
e Badel et al.” destacam a prote¢do conferida aos micro-organismos contra a dessecagio
como a principal funcdo do kefiran. O potencial das propriedades benéficas, tanto

terapéuticas como antimicrobianas do kefiran tem sido reportado por varios autores.

2.3. Composicdo microbiana dos gréos e da bebida kefir

As bactérias acido-lacticas compreendem 65 a 80% da populacdo microbiana
dos gréos de kefir, podendo ser homofermentativas ou heterofermentativas. Em geral, 0s
graos de kefir contém Lactobacillus sp., Lactococos sp. e Leuconostoc sp?®. As bactérias do
acido acético compreendem cerca de 20% da populacdo microbiana dos gréos de kefir,
estando presentes geralmente em contagens menores que 10° UFC/g*3,

Gao et al.?® analisaram a diversidade bacteriana de graos de kefir tibetanos de
diferentes areas na China usando métodos metagendmicos e observaram que 0S grdos
continham os géneros Lactococcus (40,93-72,02%), Lactobacillus (10,50-47,89%),
Acetobacter (4,50-14,15%), Shewanella (1,73-7,58%), Leuconostoc (0,64-0,84%), e em
menores propor¢des os géneros Pseudomonas, Streptococcus, Acinetobacter, Pelomonas,
Dysgonomonas e Weissella.

As leveduras normalmente estdo presentes em contagens menores que as
bactérias 4cido-lacticas (10%-10° UFC/g), podendo ser fermentadoras ou ndo fermentadoras
de lactose?’. Segundo Lu et al.?® que analisaram grdos de kefir tibetanos, as trés espécies
dominantes de leveduras foram Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus e
Yarrowia lipolytica. Segundo os autores, S. cerevisiae € a especie de levedura dominante e
estavel, enquanto as populacbes de Kluyveromyces e Yarrowia estdo sujeitas a alteracdes ao
longo do tempo.

Leite et al.?® avaliaram a diversidade microbiana de trés tipos de kefir brasileiro
por anélise de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase). Lactobacillus kefiranofaciens e
Lactobacillus kefir foram as principais espécies bacterianas encontradas nos graos
analisados. Além do género Lactobacillus spp., também foram observados os géneros
Lactococcus spp., Leuconostoc spp., Streptococcus spp. e Acetobacter spp. A populacédo de
leveduras foi dominada pela espécie Saccharomyces cerevisiae.

Em relacdo a composi¢do microbiana da bebida kefir, segundo Ertekin e Guzel-

Seydim® a maior populagdo de bactérias acido-lacticas na bebida kefir € composta por



lactobacilos (108-10° UFC/mI). Em contraste, Beshkova et al.®* encontraram mais lactococos
(10° UFC/mI) do que lactobacilos (10° UFC/mI) na bebida kefir. Além disso, espécies de
Leuconostoc spp. também sdo encontradas. As bactérias acido-acéticas normalmente estdo
presentes em contagens entre 108 e 10° UFC/ml e as leveduras, fermentadoras e n&o
fermentadoras de lactose, geralmente estdo presentes em contagens de 10*-10° UFC/mI®,
Magalhes et al.'® analisaram uma bebida kefir brasileira, onde foram isolados
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus
kefir, Lactococcus lactis, Acetobacter lovaniensis, Kluyveromyces lactis, Kazachstania

aerobia, Saccharomyces cerevisiae e Lachancea meyersii.

2.4. Diversidade microbiologica dos graos e da bebida kefir

Os grios de Kefir possuem uma alta diversidade microbioldgica?33. Sua
composicao microbiana pode variar em funcdo do local de origem, tempo de fermentacéo,
substrato utilizado para multiplicagdo dos grdos e métodos empregados na sua
manipulacdo'®>3*3%, Os grios de kefir sdo compostos por trés grupos de micro-organismos
que coexistem em uma relacdo simbidtica. A diversidade desses micro-organismos inclui
bactérias &cido-lacticas, bactérias &cido-acéticas e leveduras, coexistindo em um
polissacarideo natural (kefiran) e uma matriz proteica®36-8,

A caracteristica microbiologica da bebida Kefir pode variar devido as
caracteristicas microbioldgicas diversas dos grdos de kefir utilizados para sua fabricacéo.
Variagdes no flavor e na textura podem ocorrer dependendo de como ¢é realizado 0 processo
de fermentacdo. Incubacdo a temperaturas mais elevadas (maiores que 30°C) favorece o
crescimento de bactérias acido-lacticas termdfilas em detrimento de leveduras e bactérias
acido-lacticas mesofilas?.

As caracteristicas microbioldgicas da bebida kefir ndo sdo iguais as dos graos de
kefir utilizados na sua elaboragdo. As condi¢des no processo de fermentacdo, tais como
temperatura, tempo de fermentacéo, agitacao, tipo de leite, proporcao gréo/leite, entre outras,
influenciam as caracteristicas microbioldgicas da bebida3®4°.

De acordo com Dobson et al.** grandes diferencas foram observadas quando os
gréos de kefir foram comparados com o leite fermentado produzido a partir destes mesmos
gréos. A comunidade bacteriana associada ao grao de kefir foi composta em grande parte
pela familia Lactobacillaceae, enquanto na bebida kefir a familia dominante foi a

Streptococcaceae, principalmente Lactococcus spp.



O Lactococcus lactis € um dos micro-organismos predominantemente isolados
na bebida kefir®2. Entretanto, alguns pesquisadores ndo observaram cocos nas micrografias
feitas com os gréos de kefir, possivelmente devido a débil ligacdo dos lactococcus aos gréos
durante o desenvolvimento dos mesmos, facilitando sua liberacdo quando os gréos sao
lavados ou peneirados*3#. Isso explica 0 motivo pelo qual observou-se maior contagem de
lactococcus na bebida kefir. Outro motivo provavelmente seja o pH baixo no interior dos
gréos pela acéo dos lactobacilos o que impede o crescimento e sobrevivéncia dos lactococos

neste meio®.

2.5. Distribui¢é@o dos micro-organismos nos graos de kefir

A distribuicdo dos micro-organismos nos graos pode influenciar nas
caracteristicas microbioldgicas da bebida kefir. Pesquisas foram feitas com microscopia
eletrnica de varredura para analisar tanto a estrutura como a distribuicdo da microbiota nos
graos de kefirt3#4, Os micro-organismos da regido externa sdo aqueles que provavelmente
tém uma maior contribui¢do no processo de fermentacdo dos graos de kefir. Por esse motivo
diferencas entre as regides internas e externas dos grdos tém papel relevante no produto
final®!,

Ha controvérsia quanto a distribuicdo dos micro-organismos nos grédos de kefir.
Alguns pesquisadores descreveram que existe predominancia de leveduras no interior dos
grdos de kefir, bactérias e leveduras na regido média e, principalmente, bactérias na
superficie dos mesmos*>#, No entanto, outros autores observaram que as leveduras estio
disseminadas tanto na regido interna quanto na superficie dos grdos, descrevendo a
morfologia dos bastonetes (curtos, longos e curvos) como a principal diferenca entre essas
duas regides!3*47, Por outro lado, de acordo com Guzel et al.*? ocorre o predominio de
bastonetes na regido interna, sem qualquer evidéncia da presenca de leveduras. Autores
relataram uma menor quantidade de bactérias e leveduras na regido interna, quando
comparada com a regido externa dos graos!3#4. De acordo com Lu et al.?® que analisaram
grdos de kefir tibetanos, as leveduras se localizam na superficie externa dos grdos e crescem

normalmente juntas para formar colénias embutidas na comunidade bacteriana.

2.6. Interacdes entre 0s micro-organismos do Kefir
As interagdes complexas entre bactérias e leveduras e sua dependéncia entre as

mesmas nos graos de kefir ndo estdo completamente esclarecidas. Quando as bactérias sao



separadas das leveduras, estas ndo crescem eficientemente nos gréos de kefir. Além disso,
acredita-se que a producéo de vitaminas pelas leveduras e Acetobacter spp. pode estimular
o crescimento de bactérias acido lacticas!?2.

Os lactobacilos crescem mais rapidamente que as leveduras no Kkefir,
metabolizando a lactose para produzir &cido lactico, propiciando assim um ambiente
adequado para a proliferacdo das leveduras. As leveduras sintetizam as vitaminas do
complexo B, hidrolisam as proteinas do leite, utilizando oxigénio para produzir CO; e
etanol®. A interacio entre as bactérias &cido lacticas e as leveduras pode ser estimulada ou
inibida pelo crescimento de uma ou ambas. Esses micro-organismos podem competir por
nutrientes para o crescimento, ou podem produzir metabdlitos que inibem ou estimulam uns
aos outros®®. Algumas espécies de leveduras como Debaryomyces hansenii e Yarrowia
lipolytica assimilam o acido lactico formado pelas bactérias acido lacticas, elevando assim

0 pH e estimulando o crescimento adicional das mesmas?.

2.7. Composicao quimica do kefir

Os produtos principais formados por bactérias na producdo da bebida kefir
incluem &cido l4ctico, acetaldeido, diacetil, acetoina, acetona, etanol, CO- e &cido acético.
As leveduras sdo as principais produtoras do etanol presente no kefir. O acido lactico é um
composto ndo volatil e inodoro responsavel pela acidez caracteristica dos produtos
fermentados. Ele é o principal acido produzido durante o processo de fermentacdo dos gréos
de kefir e resulta da degradacdo da lactose pelas bactérias acido-lacticas homofermentativas
e heterofermentativas. O acetaldeido é responsavel pelo aroma caracteristico de "fruta
fresca" dos iogurtes e € um dos principais compostos de aroma encontrado no kefir. O
diacetil é responsavel pelo aroma amanteigado dos produtos lacteos e também é considerado
um composto de aroma importante do kefir. Por outro lado, a acetoina e a acetona
desempenham papel pouco significativo nas caracteristicas sensoriais do kefir. O acido
acetico € um acido graxo volatil de cadeia curta que da um sabor semelhante ao vinagre,
porém, esse sabor ndo é predominante no kefir248-%0,

Magalh3es et al.® analisaram a bebida kefir produzida com grdos de kefir
brasileiro com 24 horas de fermentacdo. Foi observado que apos 24 horas de fermentacéo o
teor de proteina do kefir aumentou, enquanto os teores de gordura e lactose diminuiram. As
porcentagens finais de proteina e gordura foram de 3,91% e 2,34%, respectivamente. A

concentra¢do de &cido lactico aumentou de 1,4 para 17,4 mg/ml, e a do &cido acético



aumentou de 2,1 para 2,73 mg/ml. A producdo de etanol foi limitada, atingindo um valor
final de 0,5 mg/ ml.

Suriasih et al.>! investigaram as propriedades quimicas do kefir preparado com
leite bovino de Bali e gréos de kefir indonésios. Apds um periodo de incubacdo de 24 horas
os resultados das analises quimicas das amostras de kefir foram de 5,68% de proteina, 4,67%
de lactose, acidez titulavel de 0,89 g de acido lactico/100 g de kefir e pH 4,35.

Fontan et al.>? avaliaram as mudancas quimicas durante a fabricacdo de kefir
feito a partir de leite de vaca utilizando uma cultura iniciadora comercial. Durante as
primeiras 24 horas de fermentacéo, o teor de lactose diminuiu de um valor médio de 4,92%
(p/p) para 4,02% (p/p) e o pH diminuiu de 6,68 para 4,24 durante 0 mesmo periodo. A
producdo de etanol foi limitada, atingindo um valor final médio de 0,005% (p/p) com 24

horas de fermentacao.

2.8. Preservacéo dos graos de kefir

Os grdos de Kefir podem ser conservados liofilizados, desidratados ou
hidratados®®. A lavagem constante dos grdos diminui sua viabilidade e as propriedades
microbioldgicas dos gréos liofilizados diferem dos gréos frescos!!. Os grdos imidos mantém
atividade por 8 a 10 dias, em comparagao aos graos liofilizados por 12 a 18 meses®3. Garrote
et al.>* testaram diferentes condicdes de preservacio dos gréos de kefir (-20°C, -80°C e 4°C)
e concluiram que o congelamento a -20°C € um bom método de armazenamento dos gréos,

mantendo as propriedades sensoriais da bebida kefir.

2.9. Producéo do kefir

Existem diversos métodos para a producdo da bebida kefir. Sendo os mais
comuns o método tradicional e o industrial. Na atualidade, pesquisadores vém
desenvolvendo diferentes procedimentos modernos com a finalidade de elaborar a bebida

kefir com as mesmas caracteristicas da elaborada pelo método tradicional®>%,

2.9.1. Producéo de kefir pelo método Tradicional

A elaboracédo do kefir pelo método tradicional ocorre pela adi¢do dos graos de
kefir ao leite. O leite pasteurizado € inoculado com 3% de graos de kefir. A fermentacéao é
realizada a 22°C por 22h até alcancgar pH 4.7, quando é feita a homogeneizag&o. Os graos de

kefir sdo separados do leite fermentado com ajuda de uma peneira, podendo ser utilizados
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em uma préxima inoculagdo. O kefir é armazenado a 4°C, pronto para o consumo®’. O

processo tradicional do kefir € mostrado na Figura 4.

Fermentacéo
18-24h

Figura 2 - Producdo de kefir pelo método tradicional. (1) Graos de Kefir.
(2) Inoculacdo dos graos ao leite a temperatura ambiente. (3) Multiplicacéo
e crescimento dos gréaos. (4) Separacdo dos grdos. Adaptado de Schwan et
al.>’

A producdo do Kefir em escala industrial utilizando os grdos é desafiadora
devido a diversidade microbiologica dos grdos, aos volumes necessarios, a separacdo dos
grdos e também as condicBes de manuseio e armazenamento dos mesmos®. Assim, as
proporcdes de compostos especificos (acido lactico, etanol e compostos de carbonila como
acetaldeido e diacetil) que definem o aroma do kefir podem diferir de uma produgdo para
outra®®,

Poucas plantas industriais ainda propagam gréos de kefir para serem usados

como cultura iniciadora. Em tais casos, a bebida fermentada é promovida como um produto
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diferenciado, isto &, o tradicional kefir de qualidade excepcional e propriedades benéficas a

sade®.

2.9.2. Producéao de kefir pelo método Russo

O método russo permite a producdo do kefir em maior escala e utiliza um
processo de fermentacdo em série, a partir da filtracdo resultante da primeira fermentacéao
dos graos (cultura mae)*t.

Os gréos de kefir (2-3%) sdo adicionados ao leite pasteurizado, que é incubado
a 25°C por 24 horas e ap0s essa primeira fermentacdo é realizada a separacao dos graos (que
podem ser reutilizados posteriormente). O leite fermentado é utilizado como cultura mée e
3% dessa cultura € adicionada ao leite pasteurizado ocorrendo uma segunda fermentacédo a
22°C por 12 horas. Essa segunda fermentacdo ¢ chamada de “cultura em massa” e
aproximadamente 3% dessa cultura é inoculada em um novo leite pasteurizado e distribuido
em garrafas. Ap6s ocorrida a fermentagéo a 20°C por 20 horas, o kefir é resfriado a uma
temperatura de 8°C e mantida por 12 horas. Finalmente o produto é armazenado a 4°C
(Figura 3)*.
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Leite UHT / Pasteurizado

:

Inoculagdo 20-25°C = |

l Grios de kefir
Fermentagdo 20-25°C/18-24h
l pH: 4.7
Separacio

Cultura mie (leite fermentado filirado)

-

Inoculagdo 1-3% cultura mie em leite UHT

!

Fermentagdo 20-22°C/12-20h (cultura em massa)
Inoculagdo 2-7% rlultura em massa em lerte UHT

Envase

|

Fermentacdo 19-23°C/12-20h

|

Maturagio 8-10°C/8-12h

Armazenamento a 4°C

Figura 3 - Producéo de kefir pelo método russo, utilizando cultura mée.
Adaptado de Rattray et al.*

2.9.3. Producéo do kefir por métodos industriais

A maioria dos fabricantes de kefir utiliza culturas iniciadoras liofilizadas de
kefir, em uma combinacdo baseada na microbiota original presente no grao de kefir, com
especial cuidado para utilizar cepas de leveduras que ndo produzam muito CO». Muitas
empresas produtoras de culturas iniciadoras oferecem aos fabricantes culturas de kefir
liofilizadas contendo alguns dos micro-organismos presentes nos gréos tradicionais de kefir.
A cultura iniciadora Direct Vat Set (DVS) ou Direct Vat Inoculation (DVI) é adicionada
diretamente ao leite para a fabricacdo de kefir, neste caso ndo sdo produzidos graos de kefir.
Para melhorar as propriedades do kefir produzido comercialmente, as culturas DVI/DVS sao
misturadas com cepas probidticas adjuntas, como L. acidophilus e Bifidobacterium sp.*°.

O emprego de culturas iniciadoras para a elaboracdo do kefir simplifica a
producdo comercial de kefir. Selecionando cuidadosamente as espécies de bactérias e

leveduras, é possivel a producgéo de um produto com boas caracteristicas sensoriais. Também
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é possivel prolongar a vida atil do kefir por até 28 dias, contrastando com os 3 a 12 dias de
vida util do kefir feito com gréos’. Ndo obstante, o kefir feito com culturas iniciadoras ndo
possui a mesma variedade microbiana do kefir produzido com gréos, consequentemente,
pode ndo ter as mesmas caracteristicas sensoriais, terapéuticas e probioticas®®.

Na elaboracdo do kefir pelo método industrial o leite pasteurizado ou UHT ¢é
inoculado com 2-8% de cultura iniciadora de kefir. E realizada a fermentacdo em uma
temperatura de 18-24°C por um tempo aproximado de 24 horas e o leite fermentado é
distribuido em garrafas. Segue-se a maturacdo de 3 a 14 °C durante 24 horas, sendo que este
processo nem sempre é realizado. O objetivo da maturacdo € permitir o crescimento de
micro-organismos, principalmente leveduras, e contribuir com o flavor caracteristico do
kefir. A ndo realizacdo da maturacdo esta associada ao desenvolvimento do sabor atipico no

kefir®l. O processo industrial de kefir ¢ mostrado na Figura 4.

Leite UHT / Pasteurizado

\

Leite resfriado 18-24°C

:

Inoculagdo 18-24°C
Fermentacdo 18-25°C/18-24h
l' pH:4,7

Cultura iniciadora 2-8%

Envasze

!

Maturagdo 8-10°C/12-24h

i

Armazenamento a 4°C

Figura 4 - Producéo de kefir pelo método industrial com culturas iniciadoras.
Adaptado de Otles et al.>®

Beshkova et al.3! utilizaram dois métodos de producdo de kefir com culturas
iniciadoras: por fermentacao simultdnea e por fermentagdo consecutiva. O proceso de
fermentagao simultdnea é feito adicionando 0,45% de sacarose ao leite pasteurizado

padronizado (3% gordura), e a seguir € realizada a inoculagdo com 0s micro-organismos
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iniciadores: cultura do iogurte (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus),
Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis e Sacharomyces cerevisiae. Nesta etapa, ocorre
conjuntamente a fermentacdo lactica e alcoolica. Apos a adigdo das culturas, o leite
inoculado é agitado, distribuido em garrafas e incubado a 22°C até atingir pH 4,7. O kefir é
maturado a 10°C por um periodo de 24 horas e finalmente é armazenada a 4°C, ficando

pronta para o consumo (Figura 5).

Leite UHT/ Pasteurizado

Inoculacio 18-24°C

5 thermophilus
L bulgaricus
L. helveticus
L lactis
5. cerevisiae

| Sacarose

r

Envase

v

Fermentagio 22°C/16h

pH:4.7

Maturacdo 3-14°C/24h
l pH:4.5

Armazenamento 4°C

Figura5 - Producéo de kefir pelo método
industrial com fermentacdo simultanea
por bactérias e leveduras. Adaptado de
Beshkova et al.*!

No método de fermentacdo consecutiva € utilizado leite pasteurizado
padronizado, 3% de gordura, sendo inoculado com 0s micro-organismos iniciadores da
cultura do iogurte, S. thermophilus e L. bulgaricus, e outros micro-organismos como L.
helveticus e L. lactis. Nesta etapa ocorre a fermentagao lctica. A inoculagdo com bactérias
é realizada a 28°C até atingir pH 4,7. O kefir é resfriado a 20°C, sendo a seguir realizada a
fermentagao por leveduras e 0,45% sacarose. A bebida é agitada e distribuida em garrafas,
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seguindo-se incubagdo a 20°C por 16 h. Por fim, o produto é armazenado a 4°C (Figura 6).

Os métodos propostos por Beshkova et al.3! produziram uma bebida kefir com alto niimero

de lactococos e lactobacilos vidveis, contendo propriedades sensoriais similares ao kefir feito

tradicionalmente.

Leite UHT / Pasteurizado

1. Inoculagio 28°C

& thermophilus
L. bulgaricus

| L. helveticus

I L lactis

Fermentacdo acido latica
28°C/4-5h
l pH:A47
Resfriamento a 20°C

}

2. Inoculagio o
5. cerevisine

l Sacarose
Fermentacdo por leveduras
J’ 20°C/16h
pH:4,3
Envase

Armazenamento 4°C

Figura 6 - Producdo de kefir pelo método
industrial por culturas consecutivas de
bactérias e leveduras. Adaptado de Beshkova
etal 3!

2.9.4 Bacterias incorporadas nas culturas iniciadoras de kefir

As cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tem forma de

bastonetes curtos com extremidades arredondadas, mostram um pequeno crescimento a

temperaturas menores de 10°C, porém tem um crescimento 6timo no leite entre 40 e 45°C e

ainda sdo capazes de crescer a 50-55°C*°. O Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus é
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uma das trés subespécies de L. delbrueckii. E facultativamente anaerébico, ndo mével, ndo
esporulado e age em cooperagdo com o Streptococcus thermophilus como culturas
termofilicas na producéo de iogurte. A uma temperatura 6tima de aproximadamente 42°C,
crescem e acidificam rapidamente resultando em propriedades sensoriais desejadas em
comparagdo com uma cultura Gnica®%%. Os carboidratos fermentados por L. bulgaricus sdo
frutose, glicose e lactose. O &cido lactico € o principal produto da fermentacéo; no entanto,
produtos secundarios, tais como acetaldeido, acetona, acetoina e diacetil, também podem ser
produzidos em concentrages menores®?.

Streptococcus thermophilus sdo cocos Gram positivos com diametro de 0,7 a 0,9
um, ndo moveis, anaerobios facultativos, ocorrendo em pares ou longas cadeias. Sao
homofermentativos, produzindo principalmente L(+) &cido lactico. Fermentam lactose,
sacarose, glicose e frutose, com preferéncia por dissacarideos, e geralmente ndo fermentam
galactose. Tém crescimento 6timo a 40-45°C, com temperatura maxima de crescimento de
cerca de 50-52°C e sem crescimento a 10°C®,

As cepas do género Lactococcus possuem morfologia de cocos e formam pares
de cocos isolados ou de cadeias curtas com diametro de 0,5 a 1,5um em seu meio de
crescimento. Sua temperatura ideal de crescimento é de 30°C e podem crescer entre 10 e
45°C%,

Dentro das bactérias acido lacticas o Lactococcus lactis € um micro-organismo
importante na induastria, secretando 4cido lactico como um dos principais produtos de
fermentacdo do metabolismo de carboidratos, contribuindo para a extensdo da vida de
prateleira, assim como reducéo do contetido de lactose®.

O Lactococcus lactis € uma bactéria Gram positiva em forma de cocos, hetero-
fermentativa, catalase negativa, ndo movel e ndo produtora de esporos. Existem quatro
subespécies de L. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp.
hordniae e L. lactis subsp. tructae. Sendo as duas primeiras de grande importancia para as
indUstrias de alimentos e laticinios, como culturas iniciadoras e probidticas®.

O Lactobacillus fermentum, assim chamado porque causa fermentacéo, € uma
espécie obrigatoriamente heterofermentativa. Lactobacillus fermentum é um membro do
grupo L. reuteri. N&o cresce a 15°C, mas cresce a 45°C. Lactobacillus fermentum utiliza
varios carboidratos (celobiose, arabinose, galactose, maltose, manose, melibiose, rafinose,

ribose, sacarose, trealose e xilose), mas a fermentacéo é dependente da estirpe®®.
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Os Leuconostoc spp. sdo cocos Gram-positivos, mesofilos (crescimento 6timo a
25°C), catalase negativos, ndo mdveis, aerotolerantes,  obrigatoriamente
heterofermentativos. S&o capazes de crescer a 10°C, mas ndo a 45°C. Eles geralmente
ocorrem em pares e cadeias. Sdo nutricionalmente exigentes, exigindo uma fonte de
amino&cidos e vitaminas, bem como um carboidrato fermentavel para energia. Geralmente
crescem associativamente com lactococos no leite, parece existir uma relacdo de cooperagéo
entre os dois grupos de bactérias do &cido lactico, o que se pensa estar relacionado com a
atividade proteolitica dos lactococos que liberam aminoécidos pela proteolise. Leuconostoc
spp. usam a via da fosfoquetolase para o metabolismo das hexoses (por exemplo, glicose e
galactose), produzindo lactato, etanol e CO, como produtos finais®’.

Elie Metchnikoff, cientista russo ganhador do Prémio Nobel, é considerado o
responsavel por iniciar o conceito dos beneficios da ingestdo de bactérias acido lacticas na
salde humana. Desde entdo, surgiram pesquisas sobre os probioticos, que sdo micro-
organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficio a salde do hospedeiro®. Muitas cepas dos géneros Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. demonstraram produzir efeitos profilacticos e terapéuticos em
humanos. Como resultado, essas cepas sdo cada vez mais incorporadas em varios produtos
alimenticios, especificamente produtos lacteos fermentados e ndo fermentados®®.

L. acidophilus séo bastonetes Gram-positivos, ndo formadores de esporos, com
extremidades arredondadas, geralmente de 0,6-0,9x1,5-6 um, que ocorrem isoladamente, em
pares e em cadeias curtas. Sdo principalmente homofermentativos, sendo capazes de
fermentar lactose, sacarose e frutose, e tém seu crescimento 6timo a 45°C™. Os beneficios a
salde associados as cepas de L. acidophilus incluem a reducédo dos sintomas gastrointestinais
em individuos intolerantes a lactose, alivio dos sintomas da constipacdo, tratamento da
diarreia infantil, prevencdo da diarreia dos viajantes e atividade contra o Helicobacter
pylori®,

Bifidobacterium spp. séo organismos Gram-positivos, anaerobios, ndo-moveis,
ndo esporulados, que produzem acidos acético e lactico, sem gerar CO,. Eles tém a
capacidade de fermentar glicose, galactose e frutose e algumas espécies podem fermentar a
lactose e crescer no leite. A temperatura ideal para o crescimento € de 37-41°C, 0 minimo é
de 25-28°C e 0 maximo ¢ de 43-45°C"L. Existem evidéncias experimentais para apoiar que
a administracdo oral de Bifidobacterium spp. é capaz de manter o equilibrio normal da

populacdo microbiana no intestino. Além do seu papel na terapia gastrointestinal, as espécies
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de Bifidobacterium spp. também oferecem vérios outros beneficios nutricionais e
terapéuticos. Esses beneficios incluem propriedades antimicrobianas e antimutagénicas,
atividade anticarcinogénica, reducdo do colesterol serico e melhora nas propriedades de
adesdo’?.

O Bifidobacterium spp. tem capacidade de produzir substancias antimicrobianas,
tais como &cidos organicos (por exemplo, &cidos lactico e acético), peroxido de hidrogénio,
e bacteriocinas para suprimir a multiplicacdo de bactérias patogénicas. Devido a isso, 0
Bifidobacterium spp. apresenta propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram-
positivas, como Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens. Assim como a maioria
dos organismos probidticos libera varios &cidos graxos de cadeia curta, como os acidos
acetico e butirico, esses acidos podem ser responsaveis pelo efeito antimutagénico observado
no Bifidobacterium spp. Potenciais efeitos anticarcinogénicos do Bifidobacterium spp.
podem ser devidos a remocao direta ou indireta de procarcindgenos ou ativagao do sistema
imunolégico do corpo. Bifidobacterium spp. pode assimilar ativamente o colesterol durante
seu crescimento no intestino delgado e torna-lo indisponivel para absorcdo na corrente
sanguinea. A adesdo é um critério importante para a selecdo de cepas de bactérias
probioticas. Estudos mostraram que polissacarideos produzidos por B. infantis estdo
envolvidos na adeso ao epitélio intestinal 2.

Cepas selecionadas de L. casei também tem sido cada vez mais utilizadas como
culturas probidticas em diferentes alimentos, especialmente queijos e leites fermentados. Lb.
casei sdo bastonetes Gram-positivos, ndo mdveis, ndo formadores de esporos, catalase-
negativo, e geralmente de 0,7-1,1 x 2,0-4,0 um, ocorrendo individualmente, em pares ou em
cadeias’®. Todas as espécies do grupo L. casei sdo lactobacilos facultativamente
heterofermentativos. As hexoses (galactose, glicose e frutose sdo usadas por todas as cepas)
sdo quase inteiramente convertidas em &cido lactico através da via de Embden-Meyerhof.
Sob condicdes limitantes de carboidratos, acido acético e etanol, principalmente, seguido
por acido butirico, diacetil e 4cido formico, sio produzidos em adicao ao acido lactico™.

O Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria heterofermentativa facultativa, e esta
incluido com outras espécies altamente relacionadas no grupo L. casei. As células tém a
forma de bastonetes, isolados ou em cadeias curtas. Lactobacillus rhamnosus cresce a 15 e
45°C, produz o isdbmero L- &cido lactico e fermenta carboidratos como arabinose, celobiose,

esculina, ribose, sorbitol e sacarose®®.
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2.10. Beneficios do kefir

O consumo do kefir sempre foi associado a beneficios a saude, incluindo
propriedades fisioldgicas, profilaticas e terapéuticas®. Pesquisas mostraram a utilizagio do
kefir para reduzir os sintomas de intolerancia a lactose, estimular o sistema imunoldgico e
diminuir o colesterol. Além disso sdo atribuidos ao kefir propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas®”"™7®. Por se tratar de um alimento lacteo funcional, o kefir tornou-se
foco de estudos. Alguns dos efeitos benéficos para a saude podem estar associados as
mudangas bioquimicas que ocorrem no leite, como a producdo de &cidos organicos e
peptideos bioativos produzidos durante o processo de fermentacdo e da diversidade da
microbiota que atuam de forma independente ou em cooperagdo* "8,

As bacteriocinas sdo exemplos de peptideos bioativos que podem ser produzidas
pelas bactérias lacticas. Elas sdo sintetizadas nos ribossomos de bactérias, secretadas
extracelularmente e possuem efeito bactericida ou bacteriostatico. A bacteriocina Lacticina
3147, por exemplo, é produzida por uma cepa de Lactococcus lactis que foi originalmente
isolada de um gréo de kefir usado na producdo doméstica de leite fermentado na Irlanda®.

Além disso, as espécies microbianas presentes no kefir também podem ter
atributos de promog&o & satide ou propriedades probidticas’. Zheng et al.”® identificaram com
sucesso trés cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
kefir de graos de kefir tibetanos que mostraram propriedades satisfatorias para a aplicacéo
como probioticos. Seus estudos indicaram que as cepas de Lactobacillus spp. analisadas

podem ser Uteis na producdo de produtos lacteos com potenciais beneficios a saide humana.

2.10.1 Impacto do Kefir na microbiota intestinal

Um fator importante dos efeitos probidticos é a capacidade de modular a
microbiota intestinal de quem os consome, provocando um aumento de bactérias benéficas,
como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., e reduzindo a quantidade de micro-
organismos indesejaveis. O efeito sobre a microbiota intestinal € possivelmente derivado de
uma combinacdo de fatores, como a inibicéo direta de patdégenos pela producdo de &cidos e
bacteriocinas pelos micro-organismos probidticos e a exclusdo competitiva de agentes
patogénicos na mucosa intestinal®.

A microbiota do intestino humano desempenha um papel crucial tanto na
manutencdo da homeostase gastrointestinal quanto na saide do hospedeiro. Mudangas na

sua composi¢do microbiana podem levar a um desequilibrio entre a abundancia de micro-
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organismos benéficos e nocivos. Esta condigdo, definida como a disbiose, pode favorecer a
susceptibilidade do hospedeiro a vérias doengas, incluindo distdrbios metabdlicos, como
obesidade e diabetes, doenca inflamatoria intestinal e doencas atopicas®.

Toscano et al.®% avaliaram a capacidade do Lactobacillus kefir LKFO1
DSM32079 (LKEF) colonizar o ambiente intestinal e modificar a composi¢édo da microbiota
intestinal de individuos saudéveis. Na pesquisa, participaram vinte individuos italianos
saudaveis, quatro homens e dezesseis mulheres, que foram randomizados em dois grupos,
dez individuos ingeriram cinco gotas de uma suspenséo probittica de 10*° UFC de L. kefir
30 minutos antes do café da manha (administracdo pré-prandial), enquanto dez individuos
ingeriram cinco gotas da suspensdo probidtica 30 minutos ap6s o café da manha
(administracdo pos-prandial). Apds um més de administracdo da cepa de Lactobacillus kefir
LKFO1, esta foi recuperada nas fezes de todos os individuos participantes do estudo, com
uma carga bacteriana de 10°-10° UFC/g de fezes, ap6s administracdo pré- prandial e pds-
prandial. Ap6s um més de administracdo da cepa observou-se reducao dos géneros Bilophila,
Butyricicomonas, Flavonifractor, Oscillibacter e Prevotella. Um més ap6s o término da
administracdo da cepa, observou-se reducdo dos géneros Bacteroides, Barnesiella,
Butyricicomonas, Clostridium, Haemophilus, Oscillibacter, Salmonella, Streptococcus,
Subdoligranolum e Veillonella. Lactobacillus kefir LKFO1 mostrou uma forte capacidade de
modular a composi¢do da microbiota intestinal, levando a uma reducéo significativa de
varios géneros bacterianos diretamente envolvidos no inicio da resposta pro-inflamatéria e

doencas gastrointestinais.

2.10.2. Propriedades antimicrobianas do Kefir

No inicio dos anos 1900, o imunologista Mechnikoff relatou que o consumo
permanente de iogurte contendo bactérias acido lacticas influenciava positivamente na
expectativa de vida dos consumidores, devido a competicao das bactérias acido lacticas com
0S micro-organismos prejudiciais a saude. Desde entéo, muitas pesquisas tém sido realizadas
com a finalidade de demostrar as propriedades antiflingicas e antibacterianas do Kefir?®.

Rattray e O’Connel! relataram que o Kefir tem efeito bactericida e
bacteriostatico sobre patdgenos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos. Powell et al.
ressaltaram a atividade antimicrobiana do Kefir sobre variedades de bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e fungos. Essa atividade antimicrobiana é atribuida ao &cido
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lactico, acidos volateis, peroxido de hidrogénio, diéxido de carbono e bacteriocinas
produzidas pela agdo das bactérias acido lacticas presentes no Kefir®L,

Foi avaliado o efeito antibacteriano do Kefir produzido a partir de uma cultura
iniciadora comercial contendo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris, Lactobacillus kefir, Kluyveromyces marxianus var. marxianus e Saccharomyces
unisporus. Foram testadas as atividades antimicrobianas contra Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Bacillus cereus (ATCC 11778), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Escherichia coli (ATCC 8739), sendo tais micro-
organismos usados por serem 0s patdgenos mais comuns veiculados por alimentos. A
atividade antibidtica do Kefir foi comparada com ampicilina e gentamicina, sendo
adicionado 10 pg/ml desses antibidticos em um disco de papel de 5mm de didmetro. Foram
utilizadas amostras de Kefir fermentado por 24 e 48 horas (0,1ml) para comparagédo. Os
discos de papel com antibidticos ou Kefir foram aplicados na superficie de agar previamente
inoculado com 0,1 ml da suspensdo de bactérias patogénicas. Apoés incubacdo a 37°C por
24 horas o0s halos de inibicdo foram medidos. O didmetro dos halos de inibicdo formados
pelos antibiodticos ou pelas amostras de Kefir obtiveram resultados semelhantes para cada
patégeno. O melhor efeito antimicrobiano de Kefir de 24 e 48 horas foi observado contra
Staphylococcus aureus, com diametros de 21,4 e 21,1 mm, respectivamente, ndo tendo
diferenca significativa entre eles. Os diametros dos halos de inibicao para E. coli foram de
19,5 mm, 18,6 mm, 20,2 mm e 20,8 mm com Kefir fermentado por 24 horas, Kefir
fermentado por 48 horas, ampicilina e gentamicina, respectivamente. Concluiu-se que o
efeito antimicrobiano do Kefir foi semelhante ao da ampicilina e da gentamicina®?.

Yiiksekdag et al.® determinaram a quantidade de peréxido de hidrogénio
produzido pelas bactérias Lactococcus cremoris, Lactococcus lactis, Streptococcus
thermophilus e Enterococcus durans, isoladas de amostras de Kefir turco. A concentragéo
de perdxido de hidrogénio foi determinada por espectrofotometria, sendo as medidas obtidas
ap6s 24 horas de incubacdo em leite desnatado. Os autores observaram diferentes
quantidades de producdo de perdxido de hidrogénio entre os isolados, ressaltando dois
isolados de Lactococcus lactis, Z1S e Z2S, que produziram maior quantidade de perdéxido
de hidrogénio (0,17 pg/ml). Os efeitos antimicrobianos foram determinados pelo método de

difusdo em agar. Os isolados Lactococcus lactis Z1S e Z2S e Lactococcus cremoris Z6S
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foram capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus, E. coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Carasi et al.”® utilizaram em sua pesquisa seis cepas de Lactobacillus kefir
CIDCA 8321, 8345, 8348, 83111, 83113 e 83115 isolados de Kefir para avaliar suas
propriedades antibacterianas. As bactérias patogénicas, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Shigella flexneri ATCC 9199, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA 101, Escherichia
coli enterohemorréagica EDL 933, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Bacillus cereus
ATCC 10876 foram utilizadas para testar a atividade antimicrobiana das diferentes cepas de
Lactobacillus kefir. Para avaliar a inibicdo do crescimento de agentes patogénicos
bacterianos empregou-se o método agar spot test. As suspensdes celulares de cepas de
Lactobacillus kefir foram inoculadas (5 pL) em spots em placas de Petri contendo 4&gar MRS
e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo, foram adicionados as placas meio BHI
contendo os patdgenos. Ap6s 18 horas de incubacdo a 37 ° C os halos de inibi¢éo ao redor
das coldnias de Lactobacillus kefir foram medidos. Quanto maior o didmetro, maior o grau
de inibicdo exercido pelas cepas de Lactobacillus kefir. Os patdégenos Gram-positivos
apresentaram maior sensibilidade as cepas de Lactobacillus kefir do que os patégenos Gram-
negativos, sendo que todas as cepas inibiram o crescimento de Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus, mas nenhuma delas inibiu Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC). As cepas Lactobacillus kefir CIDCA 8321 e CIDCA 8348 foram capazes de inibir
o0 crescimento dos demais patdgenos testados, demonstrando ser as cepas mais ativas contra

0S agentes patogénicos estudados.

2.10.3. Atividade anticarcinogénica do Kefir

A atividade anticarcinogénica dos produtos lacteos fermentados pode ser
atribuida a prevencéo de cancer e supressdo de tumores iniciais, prolongando as atividades
enzimaticas, que convertem as células pro-carcinogénicas a carcinogénicas, ou ativando o
sistema imunol6gico®*. A ingestdo frequente do Kefir é capaz de modular positivamente a
composi¢do da microbiota intestinal e do sistema imunoldgico do individuo que o consome.
Consequentemente, acredita-se que este leite fermentado possa desempenhar um papel
importante na modulagio da carcinogénese®.

Liu et al.® estudaram os efeitos do Kefir feito a partir de leite de vaca e de leite

de soja sobre o crescimento tumoral em camundongos portadores de tumores e a resposta da
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imunoglobulina A da mucosa nesses camundongos. Os camundongos foram injetados com
0,2 x10® células de Sarcoma 180 (S180) durante sete dias antes de dar inicio a alimentagio
com kefir. Os camundongos portadores de tumor foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos. O grupo controle positivo recebeu 5 ml de dgua destilada/kg de peso corporal, via
oral, uma vez por dia. Os quatro grupos testes foram formados por camundongos que
receberam 5 ml/kg de peso corporal de leite reconstituido, Kefir de leite, leite de soja e Kefir
de leite de soja, por via oral, uma vez por dia. Os camundongos do grupo controle negativo
(camundongos saudaveis) receberam 5 ml de agua destilada/kg de peso corporal, por via
oral, uma vez por dia. Foram utilizados 10 camundongos em cada grupo. Apés 30 dias de
tratamento, foi avaliado o crescimento tumoral e entdo os tumores foram removidos e
pesados. O grupo de camundongos alimentados com Kefir de leite de soja apresentaram
inibicdo de 70,9% do crescimento tumoral em relacdo ao grupo controle positivo, enquanto
que o grupo alimentado com Kefir de leite de vaca apresentou inibicdo de 64,8%. A
composicdo do polissacarideo a partir de grdos de Kefir de leite de soja é diferente da
composicdo do polissacarideo a partir de grdos de Kefir de leite. SAo necessarios novos
estudos para verificar o efeito a composicdo do polissacarideo na atividade antitumoral do
Kefiran. Os volumes dos tumores dos grupos controle positivo e leite no dia 30 foram 5,80
e 7,24 vezes maiores que no dia 0, respectivamente. Enquanto os volumes dos tumores dos
grupos Kefir de leite e Kefir de soja no dia 30 foram 1,97 e 1,63 maiores que no dia 0,
respectivamente.

Nesse mesmo trabalho foi observado necrose no centro dos tumores
desenvolvidos nos camundongos. Os volumes das regies necroticas foram maiores para 0s
grupos de Kefir de leite, leite de soja e Kefir de leite de soja. Além disso, 0s corpos
apoptoticos observados nos tumores dos grupos Kefir de leite e Kefir de leite de soja
confirmaram a apoptose. Devido a apoptose das células S180, os autores consideraram que
a ingestdo do Kefir estimula o sistema imunoldgico do hospedeiro®.

O processamento de antigenos e os eventos celulares iniciais da resposta imune
no intestino ocorrem nas placas de Peyer, o tecido linfético intestinal. A placa de Peyer
contém os precursores das células plasmaticas de Imunoglobulinas A (Ig A). A secrecéo de
IgA no limen proporciona uma barreira imunologica & matéria estranha, particularmente
micro-organismos patogénicos e proteinas alimentares alergénicas, impedindo sua adsorcao
ao epitélio da mucosa e penetragdo no organismo. Os autores observaram a formagdo de

centros germinativos nas placas de Peyer para os grupos Kefir de leite e Kefir de leite de
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soja. Este achado indica que a ingestdo de Kefir de leite ou Kefir de leite de soja ativa os
foliculos linfoides subepiteliais localizados em todo o intestino delgado, aumentando a
producdo endogena de Ig A, o que pode reduzir o risco associado a exposicao a antigenos
alimentares®. Estes resultados sugerem que o Kefir de leite e o Kefir de leite de soja podem
ser considerados alimentos promissores em termos de prevencdo do cancer e aumento da

resisténcia mucosa a infeccOes gastrointestinais.

2.10.4. Atividade da B- galactosidase do Kefir

A intolerancia a lactose é uma condic¢do na qual ha niveis insuficientes de p-
galactosidase, hipolactasia, ou auséncia completa de p-galactosidase, alactasia. A
intolerancia a p-galactosidase pode ser tratada por uma dieta rigorosa sem lactose, uma dieta
com baixa concentracdo de lactose, suplementos com [(-galactosidase ou suplementos
probidticos. O tratamento adequado € selecionado com base no grau de intolerancia a
lactose®’.

A lactose € o principal carboidrato do leite. No mundo, aproximadamente 75%
dos adultos tem ma digestdo da lactose, sendo consequéncia da diminui¢do geneticamente
programada na metabolizacdo da lactose no intestino apds idade de 3 a 5 anos®. Uma
quantidade significativa da populacdo mundial é intolerante a lactose, devido a insuficiente
atividade intestinal da B-galactosidase. A enzima B-galactosidase degrada o dissacarideo
lactose nos monossacarideos glicose e galactose. Sem atividade enzimatica da f3-
galactosidase, a lactose € levada ao intestino, onde as bactérias intestinais, como 0s
coliformes, a digerem produzindo diéxido de carbono, podendo causar desconforto e
sintomas gastrointestinais®’.

Muitas pessoas com ma digestdo da lactose podem tolerar a presenca de pequena
quantidade de lactose na dieta. Nesse sentido, o consumo de produtos de leite fermentado,
como o Kefir, pode ser uma boa op¢do™. No Kefir, a diversa populagdo microbiana possui
atividade de B-galactosidase desdobrando a lactose em glicose e galactose, facilitando a sua
digestdo. Aproximadamente 20 a 40% da lactose presente no Kefir & metabolizada, podendo
essa reducdo ser suficiente para muitos individuos com ma digestdo de lactose que toleram
o leite fermentado na sua alimentagéo?.

De Vrese et al. avaliaram as concentrag@es de galactose venosa plasmatica pos-
prandial em dez suinos miniatura Gottingen alimentados com Kefir inoculado com gréos

frescos e gréos tratados termicamente a 100°C por 10 minutos (controle). Os graos de Kefir
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continham Lactobacillus kefir, Lactococcus lactis (subsp. lactis e cremoris), levedura
fermentadora de lactose Candida kefyr e levedura ndo fermentada de lactose Saccharomyces
unisporus. No grupo alimentado com Kefir de grédos frescos, houve um aumento de 30% da
concentracdo media pos-prandial de galactose plasmatica em relacdo ao outro grupo,
indicando uma melhor digestdo da lactose. Ndo houve inducdo de atividade de -
galactosidase intestinal. Os resultados desde estudo evidenciaram uma melhor digestéo e
absorcdo da lactose com a ingestdo de Kefir devido a atividade da [-galactosidase
microbiana.

Hertzler e Cleancy® realizaram uma pesquisa com 15 adultos saudaveis com ma
digestdo de lactose. Os individuos foram divididos em cinco tratamentos, leite, Kefir puro,
Kefir saborizado com framboesa, iogurte puro e iogurte saborizado com framboesa. As
porcdes de cada produto foram padronizadas para fornecer 20 g de lactose. As amostras de
Kefir continham as bactérias Streptococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptococcus
cremoris, Lactobacillus casei, Streptococcus diacetylactis, Leuconostoc cremoris e a
levedura Saccharomyces florentinus. Foi realizado o teste respiratério do hidrogénio
expirado, sendo que as medidas do tratamento leite foram significativamente maiores que
iogurte puro, Kefir puro e iogurte saborizado. Os iogurtes e kefir reduziram de forma
semelhante a severidade percebida de flatuléncia em 54% a 71% em relacdo ao leite. Os
autores concluiram que o Kefir melhorou a digestdo da lactose, seu uso, portanto, pode ser

uma estratégia potencial para superar a intolerancia a lactose.

2.10.5. Efeito hipocolesterolémico do Kefir

A hipercolesterolemia é um aumento do colesterol total no sangue, triglicerideos,
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Um dos
métodos mais comuns e rapidos para controlar o colesterol e os triglicerideos sanguineos é
a ingestdo de farmacos®!. Devido aos elevados custos dos medicamentos e aos efeitos
colaterais dos mesmaos, o interesse em terapias probioticas para diminuir o colesterol sérico
e o risco de doenga arterial coronariana vem aumentando®.

Os resultados em relagdo aos beneficios do kefir na reducdo do colesterol séo
controversos. Em um estudo realizado por St-Onge M-P et al.®® o consumo de kefir (0,5
litros/dia) por homens adultos, hipercolesterolémicos, durante 4 semanas, ndo afetou as
concentragOes circulantes de colesterol total, HDL, LDL ou triglicerideos. Por outro lado,

Lactobacillus plantarum MAZ2, isolado a partir de graos de kefir originarios do Tibete, foi
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efetivo na reducdo das concentracdes de colesterol e triglicerideos no plasma e no figado de
camundongos com dieta rica em gordura®.

O Kefir possui uma grande variedade de micro-organismos benéficos e
compostos bioativos, sendo considerado um produto com um grande potencial como
alimento funcional. Os efeitos fisiologicos descritos na literatura e apresentados neste
trabalho apoiam os beneficios de promocéo da satde do Kefir. No entanto, h& necessidade
de mais estudos clinicos para avaliar e entender melhor os efeitos fisioldgicos do kefir como

parte de uma dieta.

2.11. Saborizacao de kefir com cagaita (Eugenia dysenterica)

Muitas espécies nativas do Cerrado fornecem frutos com caracteristicas
sensoriais Unicas e altas concentracfes de nutrientes. Esses frutos desempenham papéis
importantes, tanto econdémicos, via comercializacdo de seus produtos, quanto nutricionais,
por seu consumo. Um dos frutos pertencentes ao Cerrado é a Eugenia dysenterica, uma fruta
exotica pertencente a familia Myrtaceae, popularmente conhecida como cagaita. Além do
consumo in natura, existem inumeras preparacdes regionais tipicas que utilizam polpa de
cagaita, principalmente, doces, geleias, licores, refrigerantes, sucos e sorvetes®.

A arvore cagaiteira pode atingir até 10 m de altura e possui galhos retorcidos e
casca grossa, e o periodo de frutificacdo ocorre entre outubro e dezembro®. As folhas
apresentam propriedades medicinais, sendo empregadas na medicina popular para tratar a
diarreia, problemas cardiacos, diabetes, ictericia e reduzir o colesterol®’. Foi analisado por
Costa et al.?® a composicdo do hidrodestilado das folhas e sua atividade antimicrobiana no
controle de Cryptococcus neoformans isolado de individuos infetados pelo virus da
imunodeficiéncia humana. O extrato de 6leo essencial mostrou efeito ativo contra todas as
cepas de Cryptococcus em concentracdes abaixo de 500g/ml, suprimindo o crescimento da
mesma.

A cagaiteira produz fruto de cor amarelo, globoso e achatado, com polpa de
sabor acidulado e dimens@es variando de 3-4 cm de comprimento, por 3-5 cm de diametro
(Figura 7)%. Os frutos oferecem nutrientes e caracteristicas sensoriais atraentes, como cor,
sabor e aroma, mas nédo sdo explorados comercialmente em larga escala. A distribuicéo de
cagaiteiras no cerrado € muito ampla, ocorrendo nos estados da Bahia, Goias, Maranh&o,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Piaui, S&o Paulo, Tocantins e Distrito

Federal®®,
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Figura 7 - llustragdo da cagaita (Eugenia dysenterica), fonte Cardoso et al.®

De acordo com estudo feito por Cardoso et al.® a polpa de cagaita apresentou
alto teor de umidade (91,56 g/100 g), vitamina C (34,11 mg/100 g) e folatos (25,74 pg/100
g). Presenca de proteina (0,63 g/100 g), cinzas (0,18 g/100 g), lipidios (0,57 g/100 g),
carboidratos (5,54 g/100 g), fibra alimentar (1,54 g/100 g) e carotenoides (0,77 mg/100 g)
foi observado em sua composicéo. Ribeiro!®! obteve valores entre 13,78 e 14,63 g/100ml de
acidez titulavel e valores de pH entre 2,90 e 2,69. O consumo de cagaita (100 g) contribui
para suprir as necessidades diarias de vitamina C (em média 71,0%), vitamina A (em média
7,5%) e folatos (em média 7,9%). A cagaita apresenta alto rendimento de polpa, reduzido
valor energético total e é considerada uma fonte de vitamina C, que desempenha importante
papel na satide humana®®?.

A cagaita apresenta na polpa maior teor de acidos graxos poli-insaturados como
o linoleico e linolénico. Possui maior teor de &cido linoleico (10,5%) em comparagdo com o
azeite de oliva e de dendé. O teor de &cido linolénico (11,86%) é superior aos 6leos de milho,
girassol, amendoim, soja, oliva e dendé®.

Frutos de Eugenia dysenterica sdo particularmente ricos em fibras e seu
consumo em excesso tem forte atividade laxante. Esta atividade deve-se também & presenca
de um peptideo chamado Linaclotide cujo uso para o tratamento da constipagdo cronica e
sindrome do intestino irritdvel foi avaliado, pela capacidade de estimular a secrecdo e
transito intestinal®®?,

A cagaita é um fruto muito perecivel dificultando a sua comercializacdo e apos
colheita apresenta elevada atividade metabdlica. O fruto deteriora-se em apenas trés dias a
temperatura de 28°C, é muito sensivel ao calor, fermentando rapidamente, sendo assim é
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recomendavel ndo consumir quando € exposto a altas temperaturas pudendo provocar
diarreia e embriaguez®. O armazenamento em geladeira a 15°C pode estender a conservagio
da cagaita em até treze dias'®®. Uma alternativa para manter as caracteristicas sensoriais da
fruta é adotando técnicas adequadas de conservacdo, permitindo o aumento da vida util
Alternativas como o congelamento da polpa e a desidratacdo podem possibilitar a

industrializacéo da frutal®,

2.11.1. Propriedades funcionais da cagaita (Eugenia dysenterica)

A cagaita apresenta um alto teor de umidade e alto rendimento da polpa. E
considerada boa fonte de vitamina C, vitamina A, vitamina B2, célcio, magnésio, ferro e
acidos graxos poli-insaturados.

De acordo com Santos*® a cagaita tem potencial antioxidante. Os antioxidantes
sdo substancias que retarda ou previnem a oxidacado de lipidios, proteinas e acidos nucléicos
ao inibirem a iniciacdo ou a propagacéo da reagdo de oxidacdo em cadeial®®%’ e previnem
ou reparem lesdes celulares causadas pelas espécies reativas de oxigénio®, Utilizando os
métodos do radical ABTS a partir do seu precursor, o acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico e 0 método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), a cagaita in
natura apresentou atividade antioxidante de 276,07 pmol Trolox/g ¢ ECsp 5,169 de DPPH
respectivamente. Fazendo uma comparagdo com pesquisa de Rufino et al.!® que
determinaram a capacidade antioxidante de alguns frutos tropicais ndo tradicionais
brasileiros, pode-se observar que a capacidade antioxidante da cagaita utilizando o método
ABTS foi superior ao acai, caja, caju, mangaba entre outras.

Schiassi et al.!'% avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes frutos do
cerrado brasileiro utilizando os métodos ABTS, DPPH e B-caroteno. Observaram que a
cagaita apresentou maiores valores em compara¢do com araca, buriti, caja e mangaba, e
menor valor em relagdo ao marolo, seguindo os métodos ABTS e DPPH. No método P-
caroteno obteve valores superiores ao araca, mangaba, caja, marolo e buriti.

Ribeiro'® avaliou a capacidade antioxidante da cagaita com casca e sem casca,
obtendo promissorios e satisfatorios resultados. Sendo a cagaita com casca quem mostrou
melhor capacidade antioxidante em todos os testes.

O éacido ascorbico, conhecido como vitamina C, ficou famoso por Linus Pauling
que demonstrou sua eficacia no tratamento de infeccdes e cancer!'!. A vitamina C é

hidrossoluvel, essencial para algumas espécies, incluindo os seres humanos. Para animais
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que ndo podem sintetizar vitamina C, as melhores fontes alimentares incluem frutas e
vegetais. Funciona como um antioxidante considerado como a primeira linha de defesa
contra radicais livres e reduzindo espécies reativas de oxigénio para proteger contra a
oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA. Também funciona como um co-fator para uma série
de enzimas, incluindo aquelas responsaveis pela sintese de coldgeno. A deficiéncia de
vitamina C resulta em escorbuto, que se manifesta por falta de apetite, hemorragia,
cicatrizacgo prejudicada de feridas e atrofia do musculo esquelético'!?,

Segundo o Regulamento Técnico sobre a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
de proteina, vitaminas e minerais 0 consumo diario de vitamina C, para adultos, deve ser
equivalente a 45 mg, evitando a deficiéncia desta vitamina no organismo**3,

A cagaita (Eugenia dysenterica) é uma fonte rica em vitamina C. Segundo a
pesquisa realizada por Silva et al.*® que analisaram a cagaita em diferentes estagios de
maturagdo (verde, semi-madura e madura), o valor de vitamina C do fruto maduro da cagaita
foi 27,46 mg/100g de fruto, em quanto aos valores de vitamina C nas polpas de cagaita
congeladas a -18°C durante quatro meses tiveram variacdo de 17,88 a 26,97 mg/100g de
polpa. Resultados préximos de vitamina C foram encontrados por Santos® para cagaita in
natura de 29,75mg/100. Ja Siqueira et al.!'* relatam valores de vitamina C de 64,10mg/100g.

Os carotenoides sdo pigmentos solUveis em 6leo, apresentam coloragdo amarelo
alaranjado ou vermelho, sdo naturalmente sintetizados por bactérias fotossintéticas, algas,
fungos e plantas. Apesar dos carotenoides ndo serem produzidos por humanos estes
compostos sdo conhecidos por desempenharem varios papeis importantes nas funcbes
fisiolégicas humanas, como propriedade antioxidante e pré-vitamina A''°. Também podem
proteger contra alguns tipos de cancer, limitando o crescimento anormal das células e/ou
melhorando a comunicac¢do GAP juncional**.

Nos paises em desenvolvimento a deficiéncia de vitamina A é um grande
problema de saude publica; afetando particularmente criangas pré-escolares e gestantes,
podendo causar cegueira, baixo crescimento e morte. As principais fontes de vitamina A sdo
produtos de origem animal, como lacteos, figado e peixe, que contém vitamina A pré-
formada (retinol) e plantas como vegetais e frutas amarelas ou laranjas, que contém
carotendides, predominantemente B-caroteno que pode ser convertido em retinol!’.

Rocha et al.}*® avaliaram diferentes frutos do cerrado Piauiense, obtendo maior
teor de -caroteno para a cagaita (201,23 pg/100g) comparado com cajui (136,13 pg/100g),
jatoba (110,68ug/100g) e macauba (132,65 pg/100g). Cardoso et al.*® verificaram teor



30

superior de B-caroteno para cagaita do cerrado de Minas Gerais (390 ug/100g). Enquanto
Santos!® relatou teor inferior de P-caroteno para cagaita do cerrado Goianiense (88,67
ug/100g).

Os fenois sdo potentes antioxidantes, evitam que as biomoléculas (proteinas,
acidos nucléicos, acidos graxos poli-insaturados e aglcares) sofram danos oxidativos através
de reacBes mediadas por radicais livres''®. Dentre seus efeitos benéficos estdo incluidos agio
anti-inflamatoria,  antidiabética,  propriedades  cardioprotetoras,  neuroprotetoras,

120 Santos!® encontrou valor de 171,76 mg de &cido

antitumorais e antienvelhecimento
galico equivalente/100g de polpa. Enquanto Rocha et al.1!8 obtiveram 111mg de &cido gélico
equivalente/100g de polpa.

Segundo Guedes et al.*?! o mineral mais abundante encontrado em cagaita
madura foi o potassio (767,27 mg/100g), seguido pelo fésforo (75,53 mg/100g), calcio
(27,16 mg/100g) e magnésio (20,37 mg/100g). Foram relatados também menores valores
para o zinco (0,76 mg/100g), ferro (0,91 mg/100g), manganés (0,41 mg/100g) e cobre (0,27
mg/100g). Enquanto Santos!® encontrou valor de potéssio (1220 mg/100g), fésforo(120
mg/100g), sédio (34,71 mg/100g), magnésio (150 mg/100g), célcio (450 mg/100g),
zinco(1,50 mg/100g), manganés (1,51 mg/100g), ferro (4,43 mg/100g) e cobre (1,65
mg/100g). Ja Ribeiro!® relatou para polpa de cagaita com casca: potassio (75,83 mg/100g),
fésforo(3,35 mg/100g), sodio(6,80 mg/100g), magnésio (5,92 mg/100g), aluminio (0,23
mg/100g), zinco (0,23 mg/100g), manganés (0,13 mg/100g), ferro (0,06 mg/1000g) e cobre
(0,01 mg/100g). O possivel motivo dessas variac@es nos resultados relatados pelos autores
pode ser decorrente das condicBes climaticas do fruto, a procedéncia, grau de maturacéo, o
tipo de solo, adicao de adubos, processamento, entre outros fatores.

A cagaiteira possui grande potencial para utilizacdo em sistemas de producédo do
agronegocio, sua boa producdo favorece a exploracdo de populacGes nativas de forma
sustentavel. Seus frutos apresentam alto potencial para industrializacdo, portanto, o
desenvolvimento de kefir saborizado com cagaita pode ser vantajoso do ponto de vista

comercial, ambiental e nutricional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir e caracterizar o Kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica).

3.2 Especificos
= Analisar os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos das matérias-primas
(leite UHT e polpa de cagaita).
= Produzir Kefir saborizado com polpa de cagaita, utilizando cultura congelada.
= Auvaliar a composicao fisico-quimica e microbiologica do Kefir.
= Determinar a vida de prateleira do Kefir.
= Determinar o comportamento reoldgico do Kefir.
» Realizar analise colorimétrica do Kefir.

= Testar a aceitabilidade do Kefir por meio de andlise sensorial.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matérias-primas

Para a fabricacdo do Kefir foram utilizadas a cultura iniciadora eXact® KEFIR
12 (Christian Hansen, Hersholm, Dinamarca), contendo 12 bactérias em sua composi¢ao
(Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc
pseudomesenteroides) e a cultura iniciadora YoFlex® Harmony 1.0 (Christian Hansen,
Hersholm, Dinamarca), contendo trés bactérias em sua composicdo (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus fermentum e Streptococcus thermophilus).
Produzindo assim kefir com 14 bactérias. Ambas culturas, eXact® KEFIR 12 e YoFlex®
Harmony 1.0, foram doadas pela empresa Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda., Valinhos - SPP.
O transporte da cultura eXact® KEFIR 12 foi realizado em caixa isotérmica contendo gelo
seco, conforme instrucdes do fornecedor, e a mesma foi armazenada em ultrafreezer (-80°C)
até o momento de seu fracionamento.

Foi utilizado leite UAT (Ultra Alta Temperatura) integral, adquirido em mercado
varejista da cidade de Goiania-Goias. A polpa de cagaita (Eugenia dysenterica) foi obtida
da Cooperativa Central do Cerrado Ltda., Sobradinho — DF, transportada em caixa
isotérmica com gelo e armazenada em freezer com temperatura inferior a -18°C. A polpa de
cagaita foi submetida a um processo de pasteuriza¢io a 90°C por 5 min*?? em banho-maria,
resfriada em banho de gelo e armazenada novamente em freezer (-18°C) até a data de cada
processamento.

O acUcar cristal empregado nas formulagdes foi adquirido em mercado varejista
da cidade de Goiénia - GO.

4.2. Fracionamento das culturas iniciadoras

A cultura eXact® KEFIR 12 (500U) é destinada a inoculagdo de cinco mil litros
de leite. Como no experimento foram inoculados volumes de leite menores foi necessario
realizar o fracionamento prévio da cultura em leite esterilizado. O leite esterilizado foi
produzido adicionando 110g de leite em p6 desnatado em um litro de agua Milli-Q e

autoclavado a 115°C por 10 min%,
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A embalagem da cultura eXact® KEFIR 12 foi retirado do ultrafreezer (-80°C)
e todo o seu conteudo (Figura 8) inoculado em um litro de leite esterilizado gelado, +4 °C,
segundo recomendaces do fabricante. A mistura foi homogeneizada e reservada (<10°C)
por dez minutos para hidratacdo completa dos granulos. Posteriormente a mistura foi
novamente homogeneizada e distribuida em microtubos de 2 ml (1,5 ml em cada microtubo).
Apos a distribuigdo, os microtubos foram congelados imediatamente em ultrafreezer (-80
°C).

Figura 8 - Granulos da cultura eXact® KEFIR 12 imediatamente antes da diluicdo em leite
esterilizado.
Fonte: Arquivo pessoal.

O fracionamento da cultura YoFlex® Harmony 1.0 (50 U) foi realizado seguindo
a mesma metodologia descrita acima. No entanto, considerou-se que o contetdo do pacote
seria destinado a inoculagdo de 500 litros de leite. Desta forma o fracionamento foi realizado

em volumes maiores (15 ml).

4.3 Formulagéo de Kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia dysenterica)

O delineamento fatorial triplo foi utilizado para determinar as concentracdes de
polpa e acucar das formulacGes. A partir do delineamento foram geradas nove formulacdes
com diferentes concentracdes de polpa de cagaita e aglcar (Tabela 1). Os teores de agucar
variaram de 0 a 12% e os teores de polpa de cagaita variaram de 0 a 20%. Dentre as nove
formulacGes, trés ndo continham polpa de cagaita em sua composi¢do (AOPO, A10PO e
A5P0), e duas ndo continham aclcar em sua composicao (AOP20 e AOP10).
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Tabela 1 - Concentracdes de acUcar e polpa das formulagdes de kefir saborizado com polpa

de cagaita.
Formulacdes Matérias-primas
AcUcar Polpa de cagaita
AOPO 0% 0%
AOP10 0% 10%
AO0P20 0% 20%
A5P0 5% 0%
A5P10 5% 10%
A5P20 5% 20%
A10PO 10% 0%
A10P10 10% 10%
A10P20 10% 20%

4.4. Fluxograma de fabricacdo do Kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica)

As nove formulagcbes foram separadas, por sorteio, em trés processamentos (1,
2 e 3), com intervalo de producédo de duas semanas entre eles, com o intuito de possibilitar a
logistica das analises. No processamento 1, foram fabricadas as formulagdes AOPO, A10P20
e A5P0, no processamento 2 as formulacées A10P0, AOP10 e A5P10 e no processamento 3
as formulacdes A0OP20, A10P10 e A5P20.

As culturas iniciadoras, eXact® KEFIR 12 e YoFlex® Harmony 1.0,
previamente fracionadas em leite esterilizado, foram retiradas do ultrafreezer (-80°C) e
descongeladas a temperatura ambiente. As culturas foram entdo inoculadas assepticamente
em leite UHT a 30°C armazenado em recipientes de aco inox esterilizados com capacidade
de 10 litros, com tampa. Os recipientes, contendo o leite inoculado com as culturas, foram
incubados em estufa a uma temperatura de 30°C por cerca de nove horas. Ao atingir pH 4,7,
procedeu-se o resfriamento rapido por meio da imersdo dos recipientes em dgua com gelo e
a mistura (quebra do gel) com auxilio de uma colher de aco inox esterelizada levando cerca
de cinco minutos para atingir a temperatura de 20°C. Neste momento foram adicionados
polpa de cagaita pasteurizada e acucar nas devidas propor¢des para cada formulagdo. Foi
feita a mistura até obtencdo de uma bebida homogénea e em seguida procedeu-se 0 envase,
sendo este realizado assepticamente. A formulacgdo foi envasada com auxilio de leiteiras de
aco inox (dois litros) autoclavadas, distribuida em garrafas de vidro transparente (200ml)

autoclavadas, deixando 10% de espacgo vazio em cada garrafa. As garrafas foram fechadas
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com tampas plasticas de rosca, com vedante e lacre de seguranca, previamente sanitizadas

com solucgéo de hiplocorito de so6dio a 300ppm de cloro ativo, enxaguadas com solugdo de

hiplocorito de sédio a 10ppm de cloro ativo e secas em cabine de seguranca biologica sob

luz ultravioleta. Logo apds o envase, as garrafas foram acondicionadas em geladeira a 5°C.

Leite UHT
Integral (7,5

litros)

§

Adicdo das Culturas iniciadoras
eXact® KEFIR 12 (0,02%)
YoFlex® Harmony 1.0 (0,2%)

Incubacdo a
30°C/9h
até pH: 4,7
Resfriam‘ento rapido
(5 min)
até 20°C

4

Adicdo de polpa de cagaita (0-20%)
e aclcar (0-12%)

4

Envase (200ml) e

armazenamento a 5°C

Figura 9 - Fluxograma de producdo do kefir saborizado com polpa de cagaita.

4.5. Caracterizacdo fisico-quimica e microbiologica das matérias-primas (polpa de

cagaita pasteurizada e leite UHT) e do kefir

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Centro de Pesquisa em

Alimentos da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias
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(CPA/EVZIUFG). Foram realizadas, em triplicata, analises de acidez titulavel, pH, teor de
umidade, teor de cinzas, proteina total, teor de lipidios, carboidratos e valor energético.

As anélises microbiologicas foram realizadas no Centro de Pesquisa em
Alimentos, da Escola de Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goiés
(CPA/EVZ/UFG). Foram realizadas analises de NUimero Mais Provavel de coliformes a
35°C e 45°C, contagem de micro-organismos aerébios mesofilos e bolores e leveduras,

pesquisa Salmonella sp. e contagem de bacteérias lacticas viaveis.

4.5.1. Caracterizacdo fisico-quimica

A acidez titulavel da polpa de cagaita e do kefir foi definida por titulometria
potenciométrica utilizando a metodologia da AOAC n° 942.15 B4, A quantidade de 10g da
amostra foi diluida e homogeneizada em agua destilada isenta de gas carbdnico (100 ml para
polpa e 10 ml para o kefir) e titulada com solucdo de NaOH 0,1N, sob agitacdo, até atingir
um pH entre 8,2 e 8,4. Sendo o resultado expresso em g/ml. O célculo foi feito utilizando a
seguinte equacdo: acidez =V x f x N x 100/ P, em que V = volume em ml da solucédo de
hidroxido de sodio gasto na titulacéo, f = fator de correcédo da solucdo de hidroxido de sédio,
P = massa da amostra em g e N = normalidade da solugdo de hidroxido de sodio.

A acidez titulavel do leite UHT foi determinada por titulometria, em que a
quantidade de 10g da amostra foi diluida e homogeneizada em 10 ml de agua destilada isenta
de gas carbonico e titulada com solucdo de NaOH 0,1N, utilizando como indicador a
fenolftaleina a 1%, sobre agitacdo, até o aparecimento da coloracéo rosea (aproximadamente
30 segundos)!?,

Os valores de pH do leite, da polpa de cagaita e do kefir foram determinados por
leitura direta utilizando o potenciébmetro Thermo Scientific modelo Orionstar (Singapore),
segundo a metodologia n° 981.12 da AOAC?,

O teor de umidade foi calculado segundo a metodologia estabelecida pela AOAC
n° 926.12'2*, Foram pesados 5g da amostra em cadinhos contendo pérolas de vidro. A
secagem das amostras foi feita a 102 +2 °C na estufa Biovera MM Group Vacucell (Rio de
Janeiro,RJ). As pesagens foram realizadas na balanga analitica (AX200, Barueri, SP), até
que as amostras nos cadinhos apresentassem peso constante. O célculo foi feito utilizando a
seguinte equacdo: umidade = m x 100/ m’, em que m = a perda de massa em gramas e m’ =

massa da amostra em gramas.
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O teor de cinzas foi definido seguindo as normas descritas na AOAC n°
900.021%4, Apos a retirada da umidade as amostras foram incineradas a 550 °C na mufla EDG
modelo EDG3P-S (Séo Carlos, SP), assim que resfriaram foram pesadas na balanca analitica
(AX200, Barueri, SP). O céalculo foi feito utilizando a seguinte equacéo: teor de cinzas = (m>
—mj) x 100 / mo, em que mz = massa do cadinho com amostra ap0s incineragcao em gramas,
m1 = massa do cadinho vazio em gramas e mp = massa da amostra em gramas.

O teor de proteina total foi calculado em funcdo da concentracdo de nitrogénio
total pelo método Kjeldahl seguindo a metodologia estabelecida na AOAC n° 920.154%%,
Este método baseia-se em trés etapas; digestdo, destilacdo e titulagdo. A digestdo foi feita
em bloco digestor (Tecnal TE-040/25, Piracicaba, SP) até atingir temperatura de 400°C e a
amostra apresentar a coloracdo azul claro. A destilacdo foi feita no destilador (Tecnal TE-
036/1, Piracicaba, SP) utilizando acido bdrico e 25ml de hidroxido de sodio a 50% e
finalmente a destilagdo ocorre utilizando &cido sulfarico 0,1N até a viragem do indicador. O
fator de conversao de nitrogénio total em proteina utilizado para polpa de cagaita foi de 6,25
e para o leite e o kefir foi 6,38'%,

O teor de lipidios da polpa de cagaita foi determinado pelo método Bligh
Dyer'?’. Aproximadamente 3,5 g de amostra foi adicionada no tubo de ensaio, seguido de
10 ml de cloroférmio, 20 ml de &lcool metilico e &gua (de acordo com o teor de umidade da
amostra). As amostras foram agitadas por aproximadamente dois minutos e centrifugadas
por dois minutos a 1200 rpm. A camada inferior foi retirada com ajuda da pipeta Pasteur e
filtrada com 1 g de sulfato de sodio no papel filtro. Foi retirado aproximadamente 5 ml da
amostra, secado na estufa a 100 +2°C e calculado o teor de lipidios.

O teor de lipidios do leite UHT foi determinado seguindo o método de Gerber.
Adicionou-se 10 ml de &cido sulfdrico no butirémetro, 11 ml de leite e 1 ml de &lcool
isoamilico. Posteriormente foram centrifugados a 1200 rpm durante 5 minutos e apos
ficarem cinco minutos em banho-maria foi feita a leitura diretamente na escala'?®.

O teor de lipidios das bebidas kefir foi calculado pelo método de Rose-Gottlieb,
seguindo a norma descrita na AOAC n° 952.96'%%, Baseia-se no uso de hidroxido de amonio
para solubilizar a caseina, neutralizar a acidez e reduzir a viscosidade;
no alcool etilico para quebrar a emulséo gordura-caseina e na mistura éter etilico-éter de
petréleo para extrair a gordura. O éter de petroleo € usado para diminuir a solubilidade das
substancias ndo lipidicas, solUveis no éter etilico. A gordura assim extraida é determinada

gravimetricamente ap0s evaporagdo dos solventes.



38

As anélises de carboidratos do leite, da polpa de cagaita e do kefir foram
calculadas por subtragdo usando a formula: 100 - %umidade - % lipidios - % proteina -% de
cinzas'?,

Os valores energéticos totais do leite, da polpa de cagaita e do kefir foram

estimados usando a formula: 4 x g carboidrato + 4 x g de proteina + 9 x de lipidios'%.

4.5.2. Caracterizacdo microbioldgica

Foi utilizada a metodologia estabelecida no Compendium of Methods 52 edi¢céo
2015 nas analises de Nimero Mais Provavel de coliformes a 35°C e 45°C, contagem de
microrganismos aerobios mesofilos e bolores e leveduras. A técnica do nimero mais
provavel é um método de analise quantitativo que permite determinar o numero mais
provavel do microrganismo alvo na amostra, por meio da inoculacdo de aliquotas dessa
amostra em tubos mdaltiplos, contendo os meios de cultura adequados (Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST), Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo E. coli (EC)). A contagem
total de aerdbios mesofilos, também denominada contagem padrdo em placas, foi realizada
por plagueamento em profundidade em agar padrdo para contagem (PCA) e incubacdo a
35°C por 48 horas. A contagem de bolores e leveduras foi realizada por plagueamento em
superficie em Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e incubacio a 25°C
por cinco dias.

A metodologia definida para pesquisa de Salmonella sp. foi da 1ISO 6785 (IDF
93:2001)*! e para contagem de bactérias lacticas viaveis utilizou-se a metodologia definida
na 1SO 15214:1998%%2, que consiste no plagueamento em profundidade em agar de Man
Rogosa & Sharpe (MRS) e incubacdo a 37°C por 72 horas em microaerofilia.

4.6. Analise colorimétrica do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica)

A avaliacdo objetiva da cor do kefir foi realizada com ajuda do colorimetro
portatil da marca Konica Minolta (Japan), modelo BC-10, utilizando o método CieLAB L*
a* b*, criado pela Comission Internationale de L’Eclairage. O método baseia-se na
capacidade de expressar numericamente as cores. A avaliacdo da cor foi realizada tendo
como fonte de luz lampada fluorescente tubular. No sistema L*, a*, b*, o valor L*, eixo
vertical corresponde a luminosidade, oscilando de branco (100) a preto (0), o valor a*

representa o ponto no eixo que vai de vermelho (+) a verde (-), e o valor b* o ponto no eixo
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que vai de amarelo (+) a azul (-)!33. As medi¢Ges das cores foram realizadas 24 horas ap6s
cada processamento, sendo feitas trés leituras de cada formulacdo para os valores L*, a* e
b*.

4.7. Avaliacdo reoldgica do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia dysenterica)

O comportamento reolégico das amostras foi executado no Laboratério
Multiusuario de Analises de Textura, Reologia e HPLC “LabMulti” da Escola de Agronomia
da Universidade Federal de Goias. Utilizou-se o redbmetro Physica, MCR 101 (Anton Parr,
Ostfildern, Baden-Waurttemberg, Germany). Uma aliquota da amostra foi inoculada e
espalhada na superficie da placa horizontal e 0 excesso da amostra retirado. Todas as
amostras foram examinadas a 5°C, mantidas por um sistema termostatico instalado no

redbmetro, com trés repeticdes.

4.8. Avaliacéo sensorial do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia dysenterica)
A anélise sensorial foi realizada ap6s a aprovacdo do projeto no Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, sob parecer n°® 2.729.268 (Anexo I). O
produto elaborado foi mantido sob refrigeracdo. As analises sensoriais foram feitas sete dias
apo6s o processamento, apos a avaliacdo dos resultados das analises microbiolégicas, para
garantir a seguranca do produto oferecido aos provadores.
Os participantes ndo treinados da pesquisa foram recrutados voluntariamente,
entre eles alunos de graduacdo, pds-graduacdo e funcionarios da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias. Aqueles participantes que informaram ter
alergia ou intolerancia a qualquer um dos ingredientes do produto, leite, acucar e polpa de
cagaita, assim como aqueles que apresentavam qualquer tipo de doenca que impedia o
consumo de um ou mais ingredientes do produto, ndo participaram da pesquisa. Todos 0s
participantes receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II)
contendo as informacg6es sobre a pesquisa, e assinaram o0 Termo concordando em participar,
sendo informados que poderiam desistir de participar da pesquisa sem prejuizos ou
constrangimento.
As amostras de kefir foram analisadas pelo teste de aceitagdo pelo consumidor
usando uma ficha de avaliagdo sensorial com escala heddnica de nove pontos (Anexo III)
para parametros como aparéncia, cor, aroma, sabor, consisténcia e impressao global, onde

os extremos correspondem a “desgostei extremamente” (1) e “gostei extremamente” (9).
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Também foi avaliada a intencdo de compra, utilizando uma escala de cinco pontos, onde 0s
extremos correspondem a “eu certamente ndo compraria” (1) e “eu certamente compraria
(5).

A analise sensorial foi feita com 125 participantes ndo-treinados maiores de 18
anos que avaliaram as diferentes formulagdes, em cabines individuais e dentro de uma sala
iluminada com luz branca (fluorescente). As amostras foram entregues refrigeradas
(aproximadamente 12°C), em copos plasticos descartaveis de 50 ml, de cor branca. Cada
copo continha em torno de 30 ml de cada amostra, codificados com numeros aleatorios de
trés digitos e foi disponibilizado junto com a amostra a ficha de avaliacdo sensorial com
escala hed6nica, bem como &gua e bolacha para limpeza do palato.

4.9. Analise estatistica

Para os resultados das andlises fisico-quimicas das matérias-primas (leite e
cagaita) e das andlises fisico-quimicas de vida de prateleira do kefir (pH e acidez), utilizou-
se 0 esquema de parcelas subdivididas em delineamento inteiramente ao acaso. Os resultados
obtidos das andlises foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Para os resultados da anélise
sensorial utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis. Também foi realizada anélise
de correlacdo de Spearman dos atributos avaliados visualmente (cor, impressao global e
intencdo de compra) com valores obtidos por analise colorimétrica (L*, a* e b*). Para todas
estas anélises estatisticas citadas anteriormente utilizou-se o software estatistico R version
3.4.1 (R CORE TEAM, 2017)13,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas
Em cada processamento (1, 2 e 3), realizou-se a caracterizacao fisico-quimica
das matérias-primas. Os resultados das andlises fisico-quimicas do leite UHT estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica do leite UHT (médias + desvio padrdo, n=3).

Processamento Processamento  Processamento
1 2 3

pH 6,693 +0,015° 6,790 +0,017% 6,780 % 0,000 ?

Anélises fisico-quimicas

Acidez (g de acido 0165+0001° 0152+0001% 0,158 + 0,001 2

lactico/100g)

Umidade (%) 88,133+ 0,010° 88,324 +0,052% 88,402 +0,0322
Cinzas (%) 0,728 £0,000¢ 0,825+0,014% 0,763 +0,011°
Proteina (%) 3,076 £0,020% 2,979+0,020° 2,969 + 0,040 °
Lipidios (%) 3,100+ 0,000® 3,100 +0,000% 3,100+ 0,000
Carboidratos (%0) 4963 +0,010% 4,772+0,046° 4,766 +0,075"

Valor energeético total (kcal) 60,058 + 0,040 58,903 +0,193° 58,841 +0,124°

As médias seguidas de letras minusculas iguais na mesma linha nédo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)
pelo teste de Tukey.

Observou-se diferencas estatisticamente significativas em relacéo aos valores de
pH, umidade, proteina, carboidratos e valor energético total do processamento 1 em relacao
aos processamentos 2 e 3. O leite utilizado nos trés processamentos era da mesma marca,
mas o lote de producdo do leite do processamento 1 foi diferente do lote de producéo do leite
dos processamentos 2 e 3, sendo este o possivel motivo das diferencas observadas nos
resultados. O leite utilizado nos trés processamentos estava de acordo com 0s requisitos
fisico-quimicos estabelecidos no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite
UAT (UHT) na Portaria N° 146, de 07 de marco de 1996%°.

Os resultados das analises fisico-quimicas da polpa de cagaita pasteurizada estao

apresentados na Tabela 3.



42

Tabela 3 - Caracterizacao fisico-quimica da polpa de cagaita pasteurizada (médias + desvio

padrdo, n=3).
Analises fisico-quimicas Processamento  Processamento  Processamento
1 2 3

pH 2,997 +0,005° 3,080+0,000% 3,050 +0.000 "
Acidez (g acido citrico/100g) 12,416 £0,001® 12,353 +0,050?% 12,351 +0,058 2
Umidade (%) 91,811 +0,140° 92,323+0,025% 92,303 +0,092 ®
Cinzas (%) 0,261+0,000¢ 0,364 +0,010% 0,2933 +0,009 °
Proteina (%) 1,156 £ 0,010* 1,158 +0,000* 1,155 +0,0102
Lipidios (%) 0,166 +0,000% 0,1651+0,000% 0,164 +0,000 ?
Carboidratos (%) 6,606 +0,147% 5990+0,023® 6,084 +0,102 °
Valor energético total (kcal) 32,540 +0,5592 30,078 + 0,094 ° 30,438 +0,388 °

As médias seguidas de letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)

pelo teste de Tukey.

A polpa de cagaita utilizada nos trés processamentos era do mesmo lote de

fabricacdo, foram pasteurizadas no mesmo dia e mantidas congeladas (< -18°C) até a data

de cada processamento. As pequenas diferencas observadas entre os resultados dos trés

processamentos poderiam ser explicadas por diferencas no periodo de congelamento.

Observa-se no Quadro 1 a composicao centesimal da polpa de cagaita reportada

por diferentes autores.
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Quadro 1 - Comparacdo da composicdo centesimal da polpa de cagaita em diferentes

trabalhos.
Composicéo ) Cardoso et Rocha et ) Dados
centesimal Sitvaetal.™ al.%® al.1® Pirimer= obtidos
pH - - - 3,22+0,05 | 3,04+0,04
Acidez (g
acido - - - 1522+0,12 | 12,37+0,04
citrico/100g)
Umidade (%) | 94,34+ 0,06 91,56 90,9+84 | 91,90+0,03 | 92,15+0,26
Cinzas (%) 0,28 £ 0,02 0,18 + 0,02 0,30+0,10 0,40 +0,01 0,31+0.05
Lipidios (%) 0,44 £ 0,03 0,57 £ 0,05 0,57 0,15+ 0,01 0,16 = 0,00
Proteina (%) 0,82+ 0,07 0,63 +0,09 25+0,.2 1,17+0,01 | 1,16+0,01
Carboidratos
%) 3,08 + 0,08 5,54 £ 0,65 59+17 6,38 = 0,00 6,23 +0,30
Valor
energético 20,01 29,83 + 3,43 36,6+72 | 31,59+0,07 | 31,02+1,20
total (kcal)
Origem
cagaita Goiéas Minas Gerais Piaui Minas Gerais | Minas Gerais
(Estado)

As caracteristicas fisico-quimicas foram semelhantes as encontradas por
Pfrimer'®. O teor de umidade e valor energético total foram analogos aos encontrados por
Cardoso et al.*® e os teores de umidade, cinzas e carboidratos aos observados por Rocha et
al.1*® Os resultados das analises fisico-quimicas da cagaita diferiram dos resultados
apresentados por Silva et al.® exceto para o teor de cinzas, que foi semelhante. As diferencas
nos resultados encontrados nos diferentes trabalhos podem ser devido ao grau de maturacao

da fruta, procedéncia, clima, solo, e tipo de processamento da polpa.

5.2. Caracterizacdo microbioldgica das matérias-primas

Nos trés processamentos realizou-se a caracterizacdo microbiologica do leite
UHT e da polpa de cagaita utilizados na producdo do kefir (Tabelas 4 e 5). As analises foram
feitas no dia de cada processamento, juntamente com as analises microbioldgicas das

formulacGes fabricadas naquele processamento.
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Tabela 4 - Anélise de coliformes a 35°C e a 45°C e Pesquisa de Salmonella sp. das matérias-
primas leite UHT e polpa de cagaita (n=2).

Materias- Processamento  Coliformesa  Coliformesa  Pesquisa de

primas 35°C 45°C Salmonella

(NMP/ml) (NMP/ml) sp. (em 25Q)
Leite UHT 1 <30 <30 Auséncia
Leite UHT 2 <30 <30 Auséncia
Leite UHT 3 <30 <30 Auséncia
Polpa de cagaita 1 <30 <30 Auséncia
Polpa de cagaita 2 <30 <30 Auséncia
Polpa de cagaita 3 <30 <30 Auséncia

Tabela 5 - Contagem total de micro-organismos aerdbios meséfilos e contagem de bolores
e leveduras das matérias-primas leite UHT e polpa de cagaita (médias * desvio

padrdo, n=2).

Matérias-primas Processamento Contagem total de Contagem de
micro-organismos bolores e
aerdbios mesofilos leveduras

(UFC/mI) (UFC/mI)
Leite UHT 1 1,0 x 101+ 0,00 <1,0 x 10? + 0,00
Leite UHT 2 3,3x10*+0,14 <1,0 x 10? + 0,00
Leite UHT 3 2,1x10%+ 0,14 <1,0 x 10 + 0,00
Polpa de cagaita 1 1,35 x 102+ 0,07 <1,0 x 102+ 0,00
Polpa de cagaita 2 1,45 x 102+ 0,49 <1,0 x 102+ 0,00
Polpa de cagaita 3 1,15 x 102+ 0,07 <1,0 x 102+ 0,00

O Regulamento Tecnico de Identidade e Qualidade do Leite UAT (UHT)
aprovado pela Portaria N° 146, de 07 de marco de 1996 estabelece como requisito

microbioldgico uma contagem de aerdbios meséfilos com limite maximo aceitavel de 1,0

x10? UFC/mI*®. Com base nesse valor, o leite UHT utilizado no processamento 1 estava de

acordo com a legislacao, porém o leite UHT dos processamentos 2 e 3 estava em desacordo

com a legislacéo, com valor superior ao limite maximo aceitavel. Tal alteragdo ndo constitui

risco microbioldgico, uma vez que o kefir também pode ser feito a partir de leite

pasteurizado, cujo padrdo microbiolégico é de 4 x 10* UFC/mI*¥'.
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A polpa de cagaita pasteurizada utilizada nos trés processamentos estava em
acordo com os parametros estabelecidos pela Instrugdo Normativa N° 01 de 7 de janeiro de
2000, que aprovou 0 Regulamento Técnico Geral para fixacdo dos Padroes de Identidade e

Qualidade para polpa de fruta'®,

5.3. Curva de fermentacéo do kefir

A fermentacéo do leite com as culturas iniciadoras foi a temperatura de 30°C até
atingir o pH 4,7, o que levou cerca de 9 horas (Figura 10). Tempo maior foi observado por
Barukcik et al.>®® em que o processo de fermentacdo do kefir produzido a partir de cultura
iniciadora (XPL-1 eXact®, Christian Hansen, Hersholm, Dinamarca), independentemente da
temperatura de fermentacdo utilizada (25°C ou 35°C), durou aproximadamente 12 horas.
Esta diferenca no tempo de fermentacdo pode ser explicada devido a diferenca na
composicao microbiana das culturas iniciadoras. A XPL-1 eXact® continha cinco micro-
organismos (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Streptococcus thermophilus e
Leuconostoc sp.), enquanto a cultura iniciadora utilizada no presente trabalho totalizou 14

micro-organismos.

6.75
6.5
6.25

£5.75
5.5
5.25

4.75
4.5
Oh 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 9h

Tempo de Fermentacgéo (horas)

Figura 10 - Curva de fermentacdo do kefir incubado a 30°C.

As bacteérias lacticas metabolizam a lactose presente no leite para suprir suas
necessidades energeéticas, formando &cido lactico. A produgdo gradual de &cido lactico e
consequente diminuigéo do pH resulta numa reducéo da carga superficial (potencial zeta) da

micela de caseina a partir da carga liquida negativa a pH 6,7 do leite para perto de carga
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neutra com a aproximacao do ponto isoelétrico da caseina, em torno de pH 4,6, dependendo
da temperatura. Esta mudanca na carga superficial das micelas de caseina com a diminui¢do
do pH provoca uma reducdo na repulsdo eletrostatica o que permite que as micelas de caseina
se agreguem através de ligacGes hidrofébicas ocorrendo a formacéo do gel que constitui o

kefir (coagulagéo do leite)!®,

5.4. Caracterizacao fisico-quimica do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica)

As bebidas kefir foram preparadas a partir de diferentes teores de agucar (x1) e
polpa de cagaita (x2), que foram considerados como variaveis “independentes”, ¢ como
variaveis resposta, “dependentes”, analisou-se a composi¢do fisico-quimica do kefir
(umidade, cinzas, proteina, lipideos, carboidratos, VET, pH e acidez). Na Tabela 6 estdo
apresentados os resultados das analises fisico-quimicas das bebidas kefir no dia 1 (24 horas

ap6s processamento).
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Tabela 6 - Caracterizacgdo fisico-quimica do kefir saborizado com polpa de cagaita no dia 1 (médias * desvio padrdo, n=3).

F pH (gggigzo Umidade (%0) C(ig}(z) ;‘ S Prg[/i ;na Carb(%}od)ratos Li?o',/ﬁl)i 0s en::/rﬂgtrico
lactico/1009) (kcal)
AOPO  4,6020,01* 0,79£0,01° 88,87 +0,03°  0,91+0,01* 3,32 +0,04% 4,28 +0,059 2.62+0,03° 54,00 +0,24f
AOP10 443001° 0.75#0,01% 8914+0,01* 0.82+0,001°  2.93 +0,02¢ 4.79 +0,01f 2.32+0,01°  51.76 +0,10¢
AOP20 437%001" 07620,01° 89394032 07520,04  3.03%0,03°  4.38%0,260  2.44+003® 51.62+1,28
A5P0  4.550,02° 0.8520,004 8340+0,10° 0.8220,03% 297003  10.47+0,02°  2.29%0,03° 74.38 +0,32°
ASP10 436001 0.74+0,02° 8499+003¢ 0.79+0,01%  2.94 +0,01 9.02 +0,21¢ 2.26 +0,18°  68.20 +0,84¢
ASP20 435%0,01" 0.73#0,001% 8612+0,01° 0.66+0,01°  3.00 0,04 7.84+0,12°  2.39+0,14%  64.84 +0,65°
AL10PO 4481001  07220,01° 8451023  0.8720,02°  2.91+002¢  11.49%0,20° 2.2920,001° 78.16 +0,86"
Al0P10 451%0,01°  072+0,01°  8198+0,04° 0.66+0,00°  2.88+0,03"  12.08+0,06°  2.40+0,09%  81.46 +0,53
A10P20 4470017 073#0,02° 82440059 0.82+0,01*  3.0820,02°  11.5320,04® 2.3520,01® 79.64 +0,03%

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Formulacbes: AOPO (0% de aglcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de agUcar e 10% de polpa), AOP20 (0% de acucar e 20% de polpa), A5P0 (5% de aglcar e 0% de polpa),
A5P10 (5% de agucar e 10% de polpa), A5P20 (5% de aglcar e 20% de polpa), AL0PO (10% de aglcar e 0% de polpa), A10P10 (10% de aglcar e 10% de polpa), A10P20
(10% de agtcar e 20% de polpa).
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Maiores diferencas entre as nove formulagdes foram observadas em relagcéo ao
teor de umidade. As bebidas que apresentaram menor teor de umidade foram A10P10,
A10P20 e A10PO, 81,98%, 82,24% e 82,45%, respectivamente, todas com 10% de aclcar
em sua composicao. Por outro lado, as bebidas AOP20, AOP10 e AOPO foram as que
apresentaram maior teor de umidade, 89,39%, 89,14% e 88,87%, respectivamente, o que
pode ser explicado por estas ndo possuirem aglicar em suas composicoes.

Em relacdo ao teor proteina do kefir, a formulacdo AOPO foi a que apresentou
maior teor de proteina, 3,32%, seguida das formulacdes A10P20, AOP20 e A5P20 com teores
de 3,08%, 3,03% e 3,00%, respectivamente. A formulagdo AOPO apresentou o0 maior teor de
lipidios, de 2,62%.

As formulacGes A10P0, A10P20 e A10P10 foram as que apresentaram maiores
teores de carboidratos e valor energético total. Isto pode ser explicado pelo maior teor de
acucar nestas formulacdes (10%). Ja as formulacGes AOPO, AOP20 e AOP10, todas sem
acucar, apresentaram os menores valores de carboidratos e valor energético total.

Os valores de pH das amostras produzidas, que variaram de 4,35 a 4,6 com 1 dia
de armazenamento, n3o diferiram daqueles usualmente detectados no kefir. Barukcik et al.>®
produziram kefir utilizando gréos de kefir, cultura iniciadora e suas combinagdes, a 25°C e
35°C, e encontraram valores de pH variando de 4,58 a 4,65. Magalhdes et al.*® produziram
kefir utilizando grdos de kefir em diferentes substratos (leite, soro de queijo e soro de queijo
desproteinizado) e relataram valores de pH de 4,3 apds 28 horas de fermentacdo a 25°C para
todos os substratos. Ozdestan e Uren**® analisaram dez amostras de kefir fornecidas por
diferentes fabricantes na Turquia na primeira semana de vida de prateleira e encontraram
valores de pH entre 4,11 e 4,53. Leite et al.* analisaram kefir brasileiro produzido com gréos
de kefir e observaram valores de pH em torno de 4,85 apds 24 horas de fermentacdo a 25°C.
Irigoyen et al.!** relataram que o pH do kefir, com taxa de inoculagéo de 5% de gréos de
kefir, foi de 4,4 ap6s 24 horas de fermentagdo a 25°C. Gul et al.1*? avaliaram amostras de
kefir feitas com leite de bufala e leite de vaca, usando cultura iniciadora e gréos de kefir,
incubadas a 24°C por 18 horas, em que os valores de pH variaram de 4,26 a 4,64. O ponto
de parada da fermentacédo (pH), o tempo de resfriamento e a capacidade de pds-acidificacdo
das culturas utilizadas podem influenciar nos valores de pH do kefir.

A acidez titulavel dos tratamentos variou de 0,72% a 0,85% com 1 dia de
armazenamento. No trabalho de Barukcik et al.® os valores obtidos de acidez titulavel
variaram de 0,686 + 0,012% (amostra produzida por graos de kefir a 35 °C) a 0,803 + 0,048%
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(amostra produzida por cultura iniciadora a 25 ° C). Resultados semelhantes, entre 0,64% e
0,76%, foram obtidos por Gul et al.}*2em amostras de kefir produzidas com leite de vaca e

bufala com gréos de kefir e cultura iniciadora.

5.5. Caracterizacao microbiolégica do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia
dysenterica)

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados das analises microbioldgicas
(analise de coliformes a 35°C e 45°C, pesquisa de Salmonella sp. e contagem de bolores e
leveduras) das formulacGes realizadas. Nos dias dos seus respectivos processamentos todas
as formulagdes estavam dentro dos limites estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa n°46, de
23 de outubro de 20072,

Tabela 7 - Analise de coliformes a 35°C e a 45°C, pesquisa de Salmonella sp. e contagem
de bolores e leveduras de kefir no dia de fabricacdo (médias + desvio padréo,

n=2)

Formulacdes do Analise de Analise de Pesquisade  Contagem de

kefir coliformes a coliformesa  Salmonella sp. bolores e

35°C 45°C (em 259) leveduras

(NMP/ml) (NMP/ml) (UFC/ml)
AOPO <3 <3 Auséncia <1x102% 0,00
AO0P10 <3 <3 Auséncia <1x10%% 0,00
AO0P20 <3 <3 Auséncia <1x10%% 0,00
A5P0 <3 <3 Auséncia <1x102% 0,00
A5P10 <3 <3 Auséncia <1x10%% 0,00
A5P20 <3 <3 Auséncia <1x10%% 0,00
A10POQ <3 <3 Auséncia <1x102% 0,00
A10P10 <3 <3 Auséncia <1x102% 0,00
A10P20 <3 <3 Auséncia <1x102% 0,00

5.6. Vida de prateleira do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia dysenterica)
Os resultados de pH e acidez ao longo de oito semanas de vida de prateleira do

kefir podem ser observados nas Figuras 11 e 12 e Tabelas 8 e 9.
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Figura 11 - Valores de pH das nove formulag¢des do kefir saborizado com cagaita ao longo
de oito semanas de vida de prateleira.
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Tabela 8 - Valores de pH das nove formulagdes do kefir saborizado com cagaita ao longo de oito semanas de vida de prateleira (médias + desvio

padréo, n=3).
Formulacdes 1 Dia 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. 5 Sem. 6 Sem. 7 Sem. 8 Sem.

AOPO 4,60+0,01%*  4,55+0,01°®8 4,52+0,01°* 4,48+0,01%4 4,47+0,019" 4,45+0,01°A 4,43+0,01" 4,44+0,01° 4,44+0,01°"
AOP10 4,43+0,01%  4,27+0,01°¢  4,33+0,01°°F  4,34+0,01°° 4,32+0,01°C 4,24+0,019°F  4,21+0,01°® 4,17+0,01  4,14+0,00%"
AO0P20 4,37+0,01%  4,34+0,02°° 4,33+0,01°°F  4,30+0,01°¢ 4,21+0,019¢ 4,19+0,01%F 4,19+0,01°¢ 4,18+0,00°F 4,16+0,01

A5P0 4,56+0,01°®  4,58+0,01** 4,38+0,01°C  4,36+0,01%C 4,34+0,01°C  4,34+0,01%® 4,31+0,01® 4,31+0,0178 4,30+0,0178
A5P10 4,36+0,0137¢  4,34+0,01°° 4,32+0,01°¢  4,31+0,01°¢  4,27+0,01%¢  4,23+0,00°¢  4,21+0,01°® 4,18+0,00® 4,18+0,00
A5P20 4,35+0,01%¢  4,32+0,00°® 4,30+0,01F  4,24+0,00" 4,22+0,00°¢  4,19+0,017  4,18+0,01 4,18+0,00 4,17+0,00®
A10PO 4,48+0,01°°  4,54+0,01%®  4,43+0,01°®  4,41+0,01%® 4,37+0,01°®8  4,33+0,01"™  4,33+0,01® 4,29+0,019 4,28+0,01%
A10P10 4,51+0,01%¢  4,38+0,01°C  4,34+0,01°® 4,30+0,01% 4,29+0,01%° 4,25+0,00°° 4,23+0,01°C 4,23+0,00°® 4,22+0,01°P
A10P20 4,47+0,013°  4,27+0,01°¢  4,32+0,02°F  4,31+0,02°  4,24+0,019F 4,27+0,00C  4,25+0,019C 4,19+0,01°¢ 4,17+0,01°F

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Formulac6es: AOPO (0% de aglcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de agucar e 10% de polpa), AOP20 (0% de aglcar e 20% de polpa), A5P0 (5% de aglcar e 0% de polpa),
A5P10 (5% de acucar e 10% de polpa), A5P20 (5% de aclcar e 20% de polpa), A10P0 (10% de aglcar e 0% de polpa), A10P10 (10% de aglcar e 10% de polpa), A10P20
(10% de acucar e 20% de polpa).
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Figura 12 - Valores de acidez (% &cido lactico) das nove formulacGes do kefir saborizado
com cagaita ao longo de oito semanas de vida de prateleira.
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Tabela 9 - Valores de acidez (% éacido lactico) das nove formulagdes do kefir saborizado com cagaita ao longo de oito semanas de vida de
prateleira (médias + desvio padrdo, n=3).

F 1 Dia 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. 5 Sem. 6 Sem. 7 Sem. 8 Sem.
AOPO 0,79+0,01°8  0,78+0,00°¢  0,81+0,00®® 0,81+0,00%°¢ 0,83+0,00°°F 0,85+0,00°°¢ 0,91+0,01*®  0,91+0,01° 0,91+0,01%P
AOP10 0,750,017  0,90+0,00%8 0,87+0,01* 0,92+0,01°* 0,93+0,00**  0,93+0,00  0,95+0,00* 0,96+0,00*  0,98+0,01**
A0P20 0,76+0,01¢¢  0,77+0,00"  0,82+0,01® 0,80+0,01*¢  0,85+0,00°®  0,86+0,01°® 0,90+0,00°%¢ 0,93+0,00®®  0,93+0,01%
A5P0 0,85+0,00%  0,89+0,00°®  0,91+0,00#* 0,87+0,00®  0,87+0,00°° 0,88+0,00°¢ 0,89+0,00°° 0,91+0,01°8¢ 0,92+0,02%5¢
A5P10 0,74+0,019°€  0,85+0,00°C  0,82+0,00°°° 0,88+0,00® 0,89+0,00°® 0,90+0,01°® 0,91+0,00"® 0,91+0,00°° 0,93+0,01%¢
A5P20  0,73+0,00°°%F  0,80+0,01%° 0,84+0,00°°  0,83+0,00<  0,83+0,00° 0,86+0,00°°° 0,87+0,01°® 0,87+0,00°® 0,90+0,012PF
A10PO 0,72#0,019°  0,91+0,00**  0,78+0,00%  0,82+0,01%®  0,83+0,01%¢ 0,84+0,01°*F 0,81+0,01°° 0,85+0,00°F  0,86+0,00°

A10P10  0,72+0,01"" 0,79+0,01°® 0,81+0,01%° 0,82+0,01%°E 0,80+0,01%F  0,83+0,01° 0,86+0,00°°F 0,86+0,01°°F 0,89+0,02%
A10P20  0,73+0,00°F  0,79+0,01°°¢  0,75+0,01%F  0,80+0,00*¢  0,80+0,01°F  0,83+0,00°"  0,84+0,01*¢  0,84+0,01*¢ 0,81+0,01°¢

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Formulag6es: AOPO (0% de acUlcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de aglcar e 10% de polpa), AOP20 (0% de aglcar e 20% de polpa), A5P0 (5% de aglcar e 0% de polpa),
A5P10 (5% de acucar e 10% de polpa), A5P20 (5% de aclcar e 20% de polpa), A10P0 (10% de aglcar e 0% de polpa), A10P10 (10% de aglcar e 10% de polpa), A10P20
(10% de agucar e 20% de polpa).
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Numericamente as formulagdes tiveram uma pequena reducdo do pH e pequeno
aumento da acidez ao longo das oito semanas de vida de prateleira. A queda do pH e o
aumento da acidez do Kefir durante o armazenamento refrigerado (5°C) sao decorrentes da
pos-acidificacao e estdo relacionados a metabolizacéo da lactose pela microbiota contida no
produto®®,

Irigoyen et al.!*! produziram kefir a partir de gréos de kefir e observaram que o
pH ndo variou significativamente durante os 28 dias de armazenamento a 5°C+1°C. De
acordo com Montanuci et al.}* o pH das formulacbes de Kefir fermentadas com cultura
iniciadora inicialmente caiu, mas depois retornou aos valores iniciais durante o periodo de
armazenamento de 28 dias a 4°C. Esta manutencdo do pH pode ser atribuida a prote6lise de
células microbianas ou assimilacdo de lactato pelas leveduras, como Saccharomyces
cerevisiae, presentes nos grdos de kefir e na cultura iniciadora utilizada.

Em relagdo a acidez Montanuci et al.1** ndo observaram alteracéo significativa
ao longo dos 28 dias de armazenamento, mantendo-se <1 g de &cido lactico/100g. Por outro
lado, Contim et al.}*® que produziram kefir natural e kefir saborizado com polpa de graviola
a partir de graos de kefir, observaram aumento progressivo da acidez titulavel durante os 28
dias de estocagem a 4°C.

Gronnevik et al.1*® analisaram amostras de kefir de cinco producdes comerciais
norueguesas. As amostras foram produzidas por inoculagdo direta com 0,2% (v/v) de
cultura-mée feita a partir de grdos de kefir, a 20-22°C por aproximadamente 20 horas até
atingir pH 4,5. As amostras foram armazenadas a 5,5-6°C e analisadas ao longo de oito
semanas. Os autores observaram que o pH diminuiu significativamente durante a primeira
semana de armazenamento de 4,50+0,05 para 4,41+0,05 e permaneceu nesse nivel durante
as outras semanas, engquanto nenhuma mudanca significativa foi encontrada nos niveis de
acido lactico durante o armazenamento.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, da
Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007 estabelece que o kefir deve apresentar
acidez titulavel menor que 1 g de &cido lactico/100g. Todas as formula¢Ges mantiveram o
valor de acidez titulavel dentro do padrdo estabelecido pela legislacdo durante as oito
semanas de armazenamento?.

Os resultados das analises de contagem de bactérias lacticas ao longo de oito

semanas de armazenamento refrigerado estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Contagem de bactérias lacticas vidveis (logio UFC/ml) em kefir saborizado com polpa de cagaita, ao longo de oito semanas de
armazenamento refrigerado (médias + desvio padrdo, n=2).

Formulagdes 1dia 2 semanas 4 semanas 6 semanas 8 semanas
AOPO 7,56 +0,025 ab B 7,60 £0,023 2 A 7,47 £0,052 ab A 7,55 +0,061 ab A 7,45+0,032b A
AOP10 7.13+0,14CcE 7,44 0,022 3 AB 7,38 +0,016 ab AB 7,30 +0,000 b B 7,42 +0,009 ab A
A0P20 7,49+ 0,00 a BD 711+0,131bDE  7,23+0,036bBCD 7,18 +0,018 b BD 7,13 40,002 b BC
ASPO 7,84+0,013a A 7,18+ 0,008 CDE 7,26 + 0,067 b BC 7,03+0,017d D 7,07 + 0,013 cd BC
ASP10 7,30 +0,005 a DE 7,27 +0,033 ab BD 7,16 +0,023 b CD 7,23 +0,065 ab BC 7,21+0,015ab B
ASP20 7,54+0,071aBC 7,13+ 0,058 b CDE 7,07 +0,003b D 7,02+0,088 b D 7,02+0,088b C
A10PO 7,37 £0,066 a CD 7,30£0,011abBC  7,22+£0,019bBCD 7 19+0,000 b BD 7,04 +0,006 ¢ BC

A10P10 7,520,128 a BC 7,07+0,013bE 7,10 0,019 b CD 7,18 £0,041 b BD 7,11+0,012 b BC
A10P20 748+0050aBD  7,19+0,065bc CDE  7,29+0,042b AC 7,06 +0,030 c CD 7,08 £0,059 ¢ BC

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Formulac6es: AOPO (0% de aglcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de agucar e 10% de polpa), AOP20 (0% de aglcar e 20% de polpa), A5P0 (5% de agUcar e 0% de polpa),
A5P10 (5% de agucar e 10% de polpa), A5P20 (5% de acucar e 20% de polpa), ALOPO (10% de aglcar e 0% de polpa), A10P10 (10% de aglcar e 10% de polpa), A10P20

(10% de agucar e 20% de polpa).
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A Instrucdo Normativa n° 46 de 23 de outubro de 2007 estabelece que a
contagem de bactérias lacticas no produto final e durante seu prazo de validade deve ser de
no minimo 7,0 logio UFC/g?. Todas as formulagbes mantiveram as contagens de bactérias
lacticas dentro do padrdo estabelecido pela legislacdo durante as oito semanas de
armazenamento.

Segundo SHAH  a diminuicio do pH durante o armazenamento (pos-
acidificacdo) e o acumulo de acidos organicos sdo os principais fatores para a perda de
viabilidade de alguns géneros de bactérias acido lacticas nos leites fermentados. Esses
fatores estdo relacionados a reducdo do pH bacteriano intracelular causado por uma forma
indissociavel de &cido lactico, que causa um colapso no gradiente eletroquimico de protons
em células sensiveis*®,

Todas as formulaces apresentaram contagens de BAL semelhantes com oito
semanas de armazenamento a temperatura de refrigeracdo, demonstrando que as diferencas
nas concentragdes de aclcar e de polpa de cagaita ndo influenciaram significativamente na
sobrevivéncia das BAL. Os componentes do leite, como as proteinas e lipidios,
proporcionam protecdo as BAL. Esses componentes contribuem para sobrevivéncia agindo
como uma espécie de microcapsulas que protegem as BAL das dificuldades do ambiente
onde se encontram4%-1%,

As contagens de BAL se mantiveram estaveis ao longo das oito semanas de
armazenamento, com contagens entre 7,02 log UFC/ml) e 7,84 log UFC/mI. Contagens mais
elevadas foram observadas por MONTANUCI et al.*** produziram kefir com leite integral
ou desnatado, a partir de graos de kefir ou cultura iniciadora, com adi¢éo de leite em pg, com
adicdo ou ndo de inulina. As amostras foram incubadas a 25°C por 24 horas e a cultura
iniciadora utilizada (Lyofast MT 036 LV, Clerici-Sacco, Cadorago, Italia) era composta por
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc spp. e Saccharomyces cerevisiae.
Estes autores observaram contagem total de BAL entre 10,78 e 12,84 log UFC/ml durante o
periodo de armazenamento (28 dias). Possivelmente a adi¢do de leite em po, para aumentar
o0 conteudo de solidos totais, tenha contribuido para uma maior contagem de BAL, uma vez
que o uso de leite em po cria um ambiente rico em lactose, o substrato preferido das BAL®?.

Magalhdes et al.'® avaliaram a composicdo microbiana do kefir brasileiro,
produzido a partir de gréos de kefir e incubado a 25°C por 24 horas e observaram contagens
de bactérias acido lacticas variando de 7,21 log UFC/ml a 12,41 log UFC/ml. Ja Ertekin e
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Guzel-Seydim®® encontram contagens variando de 9,3 log UFC/ml a 9,9 log UFC/ml em
amostras de kefir de leite integral ou desnatado, produzido com graos de kefir, com ou sem
adic3o de substitutos de gordura (inulina e Dairy Lo®).

Gronnevik et al.1*® analisaram amostras de kefir produzidas com cultura-mae
feita a partir de grdos de kefir, incubadas a 20-22°C por 20 horas. Os lactobacilos e os
lactococos estavam presentes em niveis de 8 log UFC/mI no kefir recém-fermentado. Ap6s
quatro semanas de armazenamento, os numeros diminuiram significativamente em 2 e 3
unidades logaritmicas, respectivamente, e mantiveram no mesmo nivel ap0s oito semanas
de armazenamento.

As diferencas nas contagens de BAL entre o presente trabalho e os demais
poderiam ser explicadas por diferencas na taxa de inoculagdo, tipo de substrato, tempo e

temperatura de fermentacao e composi¢cdo microbiana dos graos ou cultura iniciadora.

5.7. Caracterizacao reoldgica do kefir saborizado com polpa de cagaita

O estudo das propriedades reologicas é fundamental para entender o
comportamento reoldgico dos corpos ou materiais. Contribui para o conhecimento da sua
estrutura, por exemplo, a relacdo do tamanho e a forma molecular das sustancias em solucgéo
e sua viscosidade. Na indUstria realizam-se com frequéncia medidas reoldgicas das matérias
primas e dos produtos em elaboragéo, sendo de grande utilidade para o controle de qualidade
dos processos. A reologia fornece ajuda ao desenho das maquinas, € preciso que tubulagdes,
bombas, etc., sejam adequadas as caracteristicas dos produtos com que vao ser utilizadas e
correlacionar a aceitacdo do consumidor com alguma propriedade reoldgica definida®®2,

Observa- se na Figura 13, as curvas de fluxo em todas as formulagdes do kefir
apresentaram comportamento néo linear, isto é, a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a
taxa de cisalhamento ndo foi constante, comportamento tipico de um fluido ndo-Newtoniano.
Observou-se que a medida que a taxa de cisalhamento aumentou a tensao de cisalhamento
aumentou. O mesmo comportamento foi observado por Ertekin e Guzel-Seydim® que
descreveram o comportamento ndo-Newtoniano nas amostras produzidas a partir de leite
fermentado com grao de kefir, em que os valores da tensdo de cisalhamento e taxa de
cisalhamento sdo proporcionais.

Em relacéo a viscosidade aparente com a taxa de cisalhamento (Figura 14) em
todas as formulagbes observou-se que & medida que a taxa de cisalhamento aumentou a

viscosidade diminuiu, sendo esta uma caracteristica dos fluidos pseudoplasticos. Atribuiu-
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se este resultado a composi¢do microbioldgica da cultura iniciadora e particulas de gordura
com menor tamanho, que favorecem a formacédo de redes proteicas frageis e vulneraveis a
deformacdo e alinhamento das particulas em relacdo ao fluxo causado pela taxa de
cisalhamento. A diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento pode
ser justificada pela alteracdo estrutural da amostra devido as forgas hidrodindmicas geradas
e ao maior alinhamento das moléculas na direcdo da tensdo aplicada®.

Barukcic et al.>® observaram que as amostras de kefir elaboradas com cultura
iniciadora apresentaram maior viscosidade com temperatura de fermentacao de 35°C quando
comparadas com as de 25°C, uma possivel explicacdo seria que a composi¢cao microbiana
da cultura iniciadora, composta de bactérias acido lacticas mesofilicas como Lactococcus sp
e termofilicas como o Streptococcus thermophilus, sdo responsaveis pela excelente textura
que apresentam a temperatura de 35°C e pH de 4,6. Os autores relataram que em todas as
formulagdes, a medida que a taxa de cisalhamento aumentou a viscosidade diminuiu, sendo
esta uma caracteristica dos fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos.

A adicdo de polpa de cagaita ndo alterou o comportamento reoldgico do kefir.
Oliveira et al.™® descreveram o comportamento reoldgico do néctar de cagaita pasteurizado
a 65°C e 75°C como pseudoplastico. O comportamento pseudoplastico dos néctares de
cagaita pode ser uma explicacdo para a adi¢cdo da polpa de cagaita ndo ter interferido no
comportamento reoldgico do kefir, também psedoplastico.
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Figura 13 - Relacéo entre tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento do kefir.

1.3

11 ¢

0.9

07‘

0.5

0.3

Viscocidade aparente (Pa.s)

0.1

0.1 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Taxa de cisalhamento (1/s)

OF1 ®F2 OF3 F4 ®F5 @F6 @F7 @F8 @F9

Figura 14 - Relacéo entre viscosidade aparente e taxa de cisalhamento do kefir.

59



5.8. Caracterizacdo da cor do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia

dysenterica)

Na Tabela 11 observa-se os valores L, a* e b* do kefir.

Tabela 11 - Analise colorimétrica do kefir saborizado ou ndo com polpa de cagaita.
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Formulagdes L a* b*
AOPO 84.83 + 0,062 -1,03 +0,15¢ 5,03 + 0,069
AOP10 80,13 + 0,06¢ -0,50 + 0,10%d 11,667 + 0,06¢
AOP20 78,10 + 0,10f -0,63 + 0,061 14,967 + 0,12°
A5P0 83,27 +0,12° -1,767 + 0,06 6,400 + 0,00f
A5P10 80,33 + 0,40¢ -0,567 + 0,12% 12,600 + 0,109
A5P20 80,23 + 0,06¢ -0,367 + 0,06"° 13,600 + 0,52¢
A10P0 84,30 + 0,10° -1,60 + 0,10f 5,400 + 0,279
A10P10 80,10 + 0,26¢% -0,27 + 0,062 11,433 +0,15¢
A10P20 79,60 + 0,10¢ -0,13 + 0,062 16,633 + 0,122

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
FormulagcGes: AOPO (0% de acucar e 0% de polpa), AOP10 (0% de agucar e 10% de polpa), AOP20 (0% de
acucar e 20% de polpa), A5P0 (5% de agticar e 0% de polpa), A5P10 (5% de aclicar e 10% de polpa), A5P20
(5% de acucar e 20% de polpa), A10PO (10% de acucar e 0% de polpa), A10P10 (10% de acUlcar ¢ 10% de
polpa), A10P20 (10% de aglcar e 20% de polpa).

As formulagbes AOPO, A10P0 e A5P0 apresentam valores mais proximos nos
caracteres L, a* e b*, o que era esperado ja que estas ndo possuem polpa de cagaita em sua
composicdo. As formulagdes AOP20, A10P20 e A5P20, que contém na sua composicéo
concentragdes de polpa de cagaita maiores (20%) apresentaram valores L, a* e b* proximos,
sendo os valores de b* maiores em relacdo as demais formulagdes e, portanto, com uma
coloracdo amarela mais intensa. As formulacdes A10P10, AOP10 e A5P10 apresentam
valores proximos nos caracteres L, a* e b*, resultados esperados pois essas formulacgdes

contém na sua composicdo a mesma concentracdo de polpa de cagaita (10%).

5.9. Anélise sensorial do kefir saborizado com polpa de cagaita (Eugenia dysenterica)
A analise sensorial de kefir foi realizada com 125 provadores néo treinados, estes
avaliaram diferentes atributos como aparéncia, cor, aroma, sabor, consisténcia, impressao

global e intencdo de compra das bebidas. Os resultados das avaliagcdes feitas pelos
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provadores estdo apresentados na Tabela 12. Os coeficientes de correlagdo entre o atributo
cor e os valores L, a* e b* e entre os atributos sensoriais estdo apresentados nas Tabelas 13
e 14.



Tabela 12 - Valores médios e desvios dos atributos de aceitacéo e intencdo de compra das amostras do kefir saborizado com polpa de cagaita

(médias * desvio padréo, n=125).
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Formulagdes Aparéncia Cor Aroma Sabor Consisténcia Imp. Global  Int. Compra*

AOPO 7,63 +1,47° 7,62 +1,43° 6,48 £1,66° 6,10 £1,22° 7,36 +1,59%® 6,91 +1,74°° 3,60+1,13%
AOP10 6,74 +1,54° 6,74 +1,49¢ 6,26 +1,78% 3,792,000 6,83 +1,56° 5,00 +1,95¢ 2,05 +1,01°
AO0P20 6,70 +1,54¢ 6,80 +1,50¢ 6,35 +1,66° 3,77 #1,93¢ 6,47 +1,78¢ 4,82 +1,98¢ 1,95 +1,02¢

A5P0 7,36 1,622 7,45 +1,56% 6,37 £1,70° 6,41 +1,79° 7,48 1,312 6,81 +1,65" 3,35+1,16%
A5P10 6,95 +1,59¢ 6,90 +1,54¢ 6,49 +1,61%  6,41+2,11° 7,34 #151% 6,66 +1,74° 3,38+1,09«
A5P20 6,94 +1,47¢ 7,02 1,40 6,56 £1,64%° 6,37 £1,64° 7,23 +1,47° 6,63 +1,55° 3,33 +1,08¢
A10P0 7,63 1,26 7,51 1,36 6,70 £1,59* 7,631,558  7,73%1,19° 7,56 +1,25% 4,09 0,95
A10P10 7,32 +1,44% 7,25 +1,34°° 6,76 £1,74* 7,72 +1,45° 7,46 +1,34® 7,53 +1,26° 4,13 +0,982
A10P20 6,63 +1,74° 6,57 +1,82° 6,39 +1,80°  7,20+1,82° 7,35 +1,40% 7,05 +1,51° 3,78 +1,10°

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes nas colunas diferem entre si pelo teste de adjust.fdr (p<0,05).
Formulag6es: AOPO (0% de acUcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de aglcar e 10% de polpa), AOP20 (0% de aglcar e 20% de polpa), A5P0 (5% de aglcar e 0% de polpa),
A5P10 (5% de acucar e 10% de polpa), A5P20 (5% de aclcar e 20% de polpa), A10P0 (10% de aglcar e 0% de polpa), A10P10 (10% de aglcar e 10% de polpa), A10P20
(10% de agucar e 20% de polpa).
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Tabela 13 - Coeficientes de correlagdo de Pearson e niveis de significancia para as variaveis
cor e valores de L*, a* e b*, das amostras do kefir saborizado com polpa de

cagaita.
Cor L* a* b*
Cor - 0,85** -0,65 -0,8833**
L* - -0,75* -0,85**
a* - 0,65

b* -

*p<0,05; **p<0,01

Tabela 14 - Coeficientes de correlacao de Pearson e niveis de significancia para os atributos
sensoriais das amostras do kefir saborizado com polpa de cagaita (p<0,01).

Aparéncia Cor Aroma Sabor Consisténcia Impressdo Intengdo
global de
compra

Aparéncia - 0,7918 0,4634  0,3841 0,5001 0,5232 0,4249
Cor - 0,4627 0,3354 0,471 0,4681 0,3655
Aroma - 0,3873 0,3704 0,4645 0,3866
Sabor - 0,4755 0,8256 0,8435
Consisténcia - 0,5574 0,4889
Impressao - 0,8105
global
Intengdo de -
compra

Ao analisar as correlacbes entre o atributo cor (analisado visualmente) e o0s
valores obtidos por analise instrumental (L*, a* e b*) (Tabela 13), observa-se que o0 atributo
cor apresentou correlacdo significativa com as variaveis L* (p=0,85; p<0,01) e b* (p= -
0,8833; p<0,01). O valor de b* é provavelmente mais Util ao se avaliar o atributo cor do kefir
saborizado com polpa de cagaita, porque b* expressa o valor de amarelo a azul e a polpa de
cagaita tem coloracdo amarela. Observou-se correlacdo negativa entre o atributo cor e o valor
de b*, isto significa que com um aumento no valor de b* (ou seja, mais amarelo) ocorre uma
reducdo na nota do atributo cor. Portanto as bebidas com maior concentracéo de polpa (mais
amarelas) tiveram notas menores para cor. Uma possivel explicacdo para este resultado seria

a percepcao da cor mais amarela como sendo uma coloracgéo artificial.
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As formulagdes que tiveram maiores notas para os atributos “cor” foram AOPO,
A10P0 e A5P0. Nenhuma delas continha polpa de cagaita em sua composicao, ja os teores
de aglcar de 0%, 10% e 5%, respectivamente, portanto, quanto a “cor”, os avaliadores
preferiram as bebidas com coloracéo branca. Isto pode ser confirmado pela alta correlacéo
positiva (p=0,85; p<0,01) entre o atributo “cor” e a variavel L*(Tabela 13) que representa a
luminosidade, em que quanto maior o valor de L* mais branca é a amostra. Estas mesmas
amostras (AOPO, A10P0 e A5P0) foram também as que apresentaram maiores notas para o

2

atributo “aparéncia”. Observou-se alta correlagdo positiva entre os atributos ‘“cor” e
“aparéncia” (p=0,7918; p<0,01) (Tabela 14).

Quanto ao atributo “aroma” nao houve diferenga estatistica entre as nove
formulacGes. Todas as formulacBes apresentaram notas superiores a 6, 0 que na ficha de
avaliag¢do correspondia a “gostei ligeiramente”. Portanto, a adi¢do de polpa de cagaita ndo
influenciou as notas quanto ao “aroma”.

As formulagdes A10P0 e A10P10 foram as que tiveram maiores notas para 0S
atributos “sabor” e “impressao global”. Estas mesmas formulac¢fes, A10P0 e A10P10 foram
as que tiveram maiores notas para “inten¢do de compra”, todas com médias acima de quatro,
que na ficha de avaliagdo sensorial representava “eu provavelmente compraria”. A bebida
A10PO0 ndo continha polpa de cagaita, apenas acucar, 10%. J& a bebida A10P10 além de 10%
de acucar também continha 10% de polpa. Portanto, as bebidas com maior “intengdo de
compra” foram aquelas com maior teor de agticar (10%) e menor teor ou auséncia de polpa
de cagaita. Observou-se alta correlacdo positiva (Tabela 14) entre a “intengdo de compra” e
os atributos “sabor” (p=0,8435; p<0,01) e “impressao global” (p=0,8105; p<0,01), e também
entre “sabor” e “impressdo global” (p=0,8256; p<0,01).

As formulagdes que tiveram piores notas para “intengdo de compra” foram
A0P20 e AOP10, que continham 20% e 10% de polpa de cagaita, respectivamente, e ndo
continham agtcar em suas composic¢des. Estas mesmas formulacdes (AOP20 e AOP10) foram
as que tiveram piores notas para os atributos “sabor”, “consisténcia” e “impressao global”.
O motivo da rejeicdo, portanto, foi relacionado com presenca de polpa de cagaita e auséncia
de acgucar nestas formulagdes, uma vez que o aclcar ajuda a mascarar a acidez da polpa,
responsavel pela baixa aceitacdo. Com excecao destas duas bebidas (AOP20 e AOP10), todas
as demais formulagdes tiveram notas acima de 6 para o atributo “sabor”, o que correspondia

a “gostei ligeiramente” na ficha de avaliacao.
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Os Indices de aceitabilidade das formulacBes de kefir estio apresentados na
Tabela 15. O célculo do Indice de Aceitabilidade (1A) foi realizado dividindo a nota média

da impressdo global pela nota maxima (9) e multiplicando por 100.

Tabela 15 - indice de aceitabilidade do kefir saborizado com polpa de cagaita.

Formulagdes indice de aceitabilidade (%)

AOPO 76,78

AO0P10 55,56

AO0P20 53,56
A5P0 75,67

A5P10 74

A5P20 73,67

A10PO 84,00

A10P10 83,67

A10P20 78,33

Formulagbes: AOPO (0% de aclcar e 0% de polpa), AOP10 (0% de aglcar e 10% de polpa), AOP20 (0% de
acucar e 20% de polpa), A5P0 (5% de aglcar e 0% de polpa), A5P10 (5% de acucar e 10% de polpa), A5P20
(5% de agucar e 20% de polpa), ALOPO (10% de acucar e 0% de polpa), A10P10 (10% de agucar e 10% de
polpa), A10P20 (10% de agulcar e 20% de polpa).

Segundo Dutcosky®® para que um produto possa ser classificado como aceito, 0
indice de aceitacdo deve ser maior que 70. Portanto, com excecédo das formulacdes AOP20 e
AOP10, todas as demais formulagdes foram aceitas. A formulacdo AOPO, mesmo néo tendo
acucar em sua composicdo, apresentou bom indice de aceitacdo. As formulacdes A10P0 e
A10P10 foram as que tiveram melhor aceitabilidade, com indices de aceitacio superiores a
80%. Resultado semelhante foi observado por Souza et al.'>® que avaliaram a aceitacéo
sensorial do kefir de café produzido a partir de grdos de kefir, o indice de aceitacdo para

aparéncia global de 85,25%.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Todas as formulagcbes de kefir apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacéo brasileira, a ndo ser pelo
fato de ser um kefir fermentado apenas por bactérias, portanto sem leveduras em sua
composigao.

A saborizacdo de kefir com a polpa de cagaita contribui para a preservacao do
meio ambiente ao incentivar a preservacao e producao de uma arvore nativa do Cerrado e
contribui com o desenvolvimento social ao utilizar polpas provenientes da agricultura
familiar, além disso, fornece nutrientes importantes, como a vitamina C, aos consumidores.

Todas as nove formulacGes fabricadas da bebida kefir apresentaram longa vida
de prateleira, mantendo as contagens de bactérias acido lacticas acima de 10" UFC/g e a
acidez abaixo de 1g de acido lactico/100g durante as oito semanas de armazenamento sob
refrigeracao (5°C).

Com excecdo de duas formulaces (AOP20 e AOP10) que ndo continham agucar,
todas as demais formulac6es de kefir tiveram boa aceitacdo na analise sensorial, com notas
entre “gostei ligeiramente” (nota 6) e “gostei extremamente” (nota 9) para os atributos
aparéncia, cor, aroma, sabor, consisténcia e impresséo global. As formulacGes que tiveram
maiores notas para os atributos sabor e impressédo global foram A10P0 e A10P10. Estas
mesmas formulacdes foram as que também tiveram maiores notas para a intencao de compra,
com notas acima de 4, que na ficha de avalia¢do sensorial correspondia a “eu provavelmente
compraria”, sendo a A10P10 a bebida mais indicada por ser saborizada com a polpa de
cagaita.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o kefir pode ser
produzido industrialmente utilizando culturas iniciadoras e apresentar longa vida de
prateleira e boa aceitacdo pelo consumidor brasileiro. Aliado a isso, os estudos cientificos
tem evidenciado os efeitos benéficos associados ao consumo do kefir, o que o confirma como
um produto lacteo promissor para ser explorado em paises como o Brasil, onde seu consumo

ndo é significativo.
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ANEXO |
PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DEDCE DD PROJETD DE FEEQUISA

Tthalo da FﬂqLﬁl:F‘HﬂE‘..ll;.:.ﬂ- E G.'LFL'LGTEH[E.'LI;J.I:I DA BEEIDA KEFIR SA8CRIZADA COM POLFA
DE ARATHCUM (Armcrs crassifiomn)

Pecgulcador: Juan Carios Robern Sasvedrs More

Araa Temntioa:

Varcho: 1

CAAE: BS2S0718.1.0000.50=3

incHtulgdo Proponands: Excod d= Vieterinars & Zookecnia

Pabrooinador Principal: Financiamenh: Pripric

DADCE 0D FARECER
Huomare do Parsssr 2,725 258

Aprscentagc do Projeto:

Tihko da Fesgulsa: FH.I:II:ILIl;-.:.-EI E l:‘.-"..FL'Ll:TEF:lE.'LI;-.:.I:I v BEBICA KEFIR 3ABORIZADA SO POLFA
DE ARATICUM (Annona crassifiora. Pesquisador Responsavel: Juan Carlos Roberio Saavedra More.
praquis=sdornes participantes: ECMAR B0ARES NICOLAY = CLARICE GEBARA MURARD SERARATE
CORDEIRDC TENORIED. CAME: BSZ50T18.1.0000.5082

TraE-w= d= uri projeho d= resirado, onde sard ealzada a analise s=rsofal =m funcdonanos & abkamcs Gobal
de 100 pariidpantes) da Escola de Yetzrindria & Zooiecnla & Escola de Agromomia & EmgeEnfarna de
Allmenios da Universidsde Federal de Golfs, snine jJulfo 2 dezsmbro de 2008 O objetivo da pesguisa &
analar a prefeninda peio Spo de frua usada para saborizacio do Kefir (araticum) & Rftengio de compra peio
consumidor. Fara tal, serfo aplicydos os festes de preferdéncia e Intengdo de compra, segundo a
meindoiogla descrita peio manual de MEbodos Fldoo-Quimioss. para Andllss de Admenics do INSTITUTS
ADDH FO LUTZ (F00E]. A casuistica de 100 parficipanies serd de ambos 05 ==y0s com fabcs etéris entre 18
= B4 anos = com & caracierisiica de serem consumidores habBualks de lefte & dervados. Os Indidoos
pefencenies a0 grupo die risco como aléngicos ou com restriplies de consumo & gualguer um dios
componenies do produio (laciose, proteinas do leBe, acicar, frutas) serdo exciuidos do esbuds O produto
siaborado (k=Ar saborrado) serd armazenado sob refriperacio atd ser realzada a andlse, gue sard fefln
apds a avalaclo dos resuitadios das andilsas microbioltgicas, para garantr a s=guranda 3o produts que
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serd oferecido aos participant=s. As amostras serdo apresentadas 30s participantes gue avallardo o=
aribuios apardénda peral, cor, amoma, teyius & sabor, estabsieoendo o preferdncks enire 35 amosias,
aiém da intenclo de oomipra do produte desepvohido. Os partidpanies registardo suas notxs em Nichas
com =zcals heddnica ssimoiursds de S & S ponios para cada amosira, como describo na Flcha d= analise
sensaral do anexo 2.

Obj=tivo da Pacagulca:

iCHgeiivn Frirmdino:

FProaduzir & carscierisr 3 bebids Kedr saborirada oom podpa de aratbous (Amrors oras siors
T Becunddrnio:

Frosduzir wma bebicds Kefr saborizada oom polpa de arabicum, uilmndo gros de e

Determirar 3 omposiclo Nisioo-guimica da bebida Kefr.
Determinar 3 omposiclo miooblokgica da bebida Kear.

Deferminar o omporiarmenio eoldgioo da bebids Kefir.

Analisar a compesi o do lete.
Analizar os parddmetos fisico-quimions da polpa de aabcum.

Analisar os pardmetos miooblokigioos oo poips de ardoum.

Tesiar a acefiabilidstde da beblds Kefir por mslo de andlizes. sarsorals.

Defarmirar 3 vida de prakeisira ds beblda Kedr

SAvallagdo dot Rlceot o Benafiodo:

Risoos:

Apesar do pesquisador ndo char perifaum Fison aos paricipanbes, deve-SE Menclorar gue poderd t=r algum
rsoo durante o processo de degustaplo do produto, assim como exisie um risco de exposiclo do
participanie & que e risoo & minimizado pels garanta de sighc & anonimaio, spundc o eXposic mo TICLE.

Eeneficios:

Espera-se 0o &sia pesquisa determingr 3 meihor mondipio de producio & a vida de prateieira da bebida de
et fermenizds Heir, com caraderistices probidices = boa aceliablidade pelcs consamidons. Fadmonizar
& produpho, de modo que & sua composiCho esteia de amndo mom a l=gisiagio vigents, fomando possied 2
produgdo = comerciallzacho da mesma. Uma vez que a
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be=biida Eefir serd saborizsda com polpa de aboum, sspera-s= ressaltar o valor dos fnefos do osmado

Erasileiro, que sda ricos em nutientes. Incenthar o consumo da bebida kefr por meio da dvuigagdo de
inforracles sobre 3 bebida & seus beneficios. Espera-se publicar artigos clerttioos em revistas de mpacho,

apresaniar rabalhos &m eventos clentficos nacionals & InEmaconals & ofenscer subsidios aos orglos de
fiscaltzacio sobre 0 processamenio da bebida kefr.

Comaniarios s Conclderagdes cobre a Pecgulca:

A pesquisa & melevanbes & facthel

Apenas hd um ponio a ser guesbonasdo gue & 2m rzh-;ﬁn a gquanbdade de paricipani=s. Ha 7R, no projets
& na metodologls proposts das Informaples basicas do projeto, assim como no rlmero de pardcpantes. =
reo Informe o nomero de rdkiducs abondydos pEssoalments, recrubados, ou gue sofrero algum tipo di
intervencio neste ceniro de pesquisa consia como 100 participani=s. Mo enbanie, no resemo dz gue serdo
0 [realzada com S0 provadones ndo treinados durante o periodo de julho d= 2018 a derembro de 20151,
FEEm oomo o desenho consE-se o nomen: de S0 prosadones de ambos 05 s=ans com s edna ente 18
= B anos,

0 TCLE esid adequadaments slaborada, porém ndo consis que haverd ressarciments s pariicipantes no
caso de despesa orunda da pesquisa = ndo =st & paps] tebrado.

Conclgeragbet cobre of Termoe de aprecentaqdo obrigatoria:
FE IHFCIFI.FMI;I:IEE: BAZICAZE 0D PROJETD 1130588 pd®; folha Rosio Juan.pdf; ficha de avallacao

sensorial Juan.doow; Aneemcla Vel pdt Anuench EApdt; Carfa CEF Juan et Temmo de Compromisso CEF
Juanpd’ Projein o pesguilsa CEP Juan docy; ORCAMENT O doc CRIOHNOER AR, docy, TCLE AN docy.

05 Cromcgramas apresentsdos nos documenics estlo com &= datas ajustadas = @ previsio do Iniclo da

aplicacio das fichas de avalaglo & para diols de julo de 2018 = 0 érmino em dezembro die 2018.
O Crparmenio & die 25,431, 30, samdo por fnandamenio priprio.

O o de compromisso esid adequado, oom menplo s resolugles CHE 4662012 & 5102016, assim
COMme =5ia assinada por todcs o5 pesquisadores.

O documenio carta & CEF ral-se de uma dedamciio do pesquissdor principal de gues & oolet de dados
rlo fol Inidada e esta berd Iniclo soment= apds & aprevacko do CEP.

Anuenciy S8 = Anusncls Vet slo os temos de anudncla da Escols e Agronomia & Esooly o Velerindna &
Zooternla da UFS, onde afirrmam 3 conoorddncla para o desepvobimento do projefio de pesgulsa =

HSSUMEM o Compromisss 3= resguardo = bem estar dos parfcipaniss da pesgulsa s documenbos =stio
devidaments carimbsdos & assinados pos respeschvos dirchores das Esoolas
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id= Agromomis & Escola de Velerndra & Zooiecnia.

& e de avallapho refene—se a0 Instuments de colsia de dados, com breves guestles para avalar o grau
de satis®scfio ac produio em tesie.

A FR, Tolha de rosto, estd devidamente assimxds & com 0 carimbs do direlor da Escola de Velerndria e
Zootecnia da UFG.

0 TCLE estd =m argubin do wond.

FRemomardapiec:

Recomienda-se a revisdo das Informagles basicas do projeto para igualar o mimen de paricipanies da
pesquisa e odios: o ioploos.

Imciulr o TCLE e pape] imbrado da UFSG & inclulr we bem que garanis o ressarcimenio a0 participants de
pasios advindos da pesquisa. Trocar a palawra ™ sujeko™ por partcipanbs.

Conoluchsc ou Pendinolas & Licta de Inadsquagbsc:

Considea-se o presenbs projeby aprovado, 5.m.) desbe pomib®, condiciorado & apressniar um anguivw Com o
TCLE que confempis 05 seguiniss ens

1. Fapel Ambrado.

Z_ ImChuir wi em que assegure o ressartimenio 30 participants, mo caso de gasins sdvindos da peoguity
2. Bubsthuir 3 palysra "sujeio™ por partciponis:

4. Imchair o TCLE que o participanie sar instruldo a permanecer sob cbservagio no local onde fol sf=thuada
a Ingestic do kefir,

Z. Descrever o protedmento de abendimento & aoompaninamenio 9o participames durants & apas a Ingestio
i Eefir.

Concldsrapbec Finalc a orttéric do CEP:

nformamos que o Comibkt de Eica em PesqusaiCEP-UFG Considen o preseme protconin AFRCWVADD, 0
e fol considerado =m acordo com of principiss SBHoos vigenbes, ReBeramos 3 mporifinca deshs
Farecsr Consub=tancisdo, & lembramcs gues i3] pEsgUIsSdona] nesponsdvel deverd encyminhar a0 CEP-
UFG o Relattro Firal basesdo na condusSo do ashudo = ma IRckd&nca
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=1 pul:ll-:ai;.EE:- decomenies deshs, de scondo com o dsposio na HE:,-:-m;.En CHE n. 4851 2. O prazn para
enirega do Relabirio & de atd 30 dias apds o encemamenio 43 pesguiss, prevists pars mango: de 2045,

Ets parscsr fol siaborsdo bacssdo moc dosumanios abalos relssbonados:

Tipo Dooamenis Amuhvo FostagesT afor Shaaio]|
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ANEXO 11
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa
intitulada “PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA BEBIDA KEFIR SABORIZADA
COM POLPA DE CAGAITA (Eugenia dysenterica)”. Meu nome é Juan Carlos Roberto
Saavedra More, sou 0 pesquisador responsavel e minha &rea de atuacao é Sanidade Animal,
Higiene e Tecnologia de Alimentos. Apos receber os esclarecimentos e as informacdes a seguir,
se vocé aceitar fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento, que est impresso em
duas vias, sendo que uma delas pertence a vocé e a outra pertence ao pesquisador responsavel.
Esclareco que em caso de recusa na participacao vocé nao serad penalizado(a) de forma alguma.
Mas se aceitar participar, as dividas sobre a pesquisa poderao ser esclarecidas pelo pesquisador
responsavel, via e-mail jsaavemore@gmail.com ou telefone (62)993027905. Caso persistam
duvidas sobre os seus direitos como participante desta pesquisa, vocé também podera fazer
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone
(62)3521-1215. Se vocé aceitar participar, ira avaliar os produtos quanto a avaliagdo global e
intencdo de compra, para tanto preenchera uma ficha de avaliagdo do produto tomando cerca de
15 minutos. A ficha e os dados coletados serdo de uso exclusivo nesta pesquisa e de acesso
limitado aos pesquisadores.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

- Titulo: PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA BEBIDA KEFIR SABORIZADA
COM POLPA DE CAGAITA (Eugenia dysenterica)

O proposito desta pesquisa sera caracterizar fisico-quimica, sensorial e
microbiologicamente a bebida kefir e padronizar o seu processo de producao, a fim de obter um
produto de 6tima qualidade. Além disso, melhorar as suas caracteristicas sensoriais por meio da
adicdo de aroma e sabor de uma fruta regional do cerrado, a cagaita, 0 que agregara valor ao
produto final. Antes das andlises sensoriais, para garantir a seguranca do alimento, serdo
realizadas as analises microbioldgicas e fisico-quimicas das bebidas.

Os participantes da pesquisa (provadores) deverdo ter acima de 18 anos, ter interesse
e disponibilidade para participar e contribuir com este estudo. Ndo poderéo participar desta
pesquisa pessoas com alergia ou intolerancia a leite ou derivados lacteos, nem a qualquer
um de seus ingredientes (leite integral pasteurizado, culturas kefir, acucar e polpa de cagaita).
Como forma de garantir a privacidade, as fichas usadas nos testes sensoriais serdo de uso
exclusivo nesta pesquisa e de acesso limitado aos pesquisadores. Além disso, 0s nomes dos
voluntarios ndo serdo divulgados.

Trata-se de um produto elaborado dentro das Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF),
Procedimentos Padrdes de Higiene Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), o que garante a seguranca do alimento. Além disso, caso algum provador
apresente reacdo adversa comprovada ao produto oferecido na presente pesquisa este sera
encaminhado para atendimento médico.

Vocé ndo terd nenhuma despesa para participar da pesquisa, bem como nada sera
pago por sua participagdo. Vale ressaltar que se vocé aceitar participar ird avaliar a bebida kefir
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saborizada com polpa de cagaita e preenchera uma ficha de avaliacdo do produto, a qual sera de
uso exclusivo nesta pesquisa e de acesso limitado aos pesquisadores. Ha garantia do sigilo que
assegura a privacidade dos sujeitos quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa. VVocé
tem liberdade de recusar participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento
sem penalizacao alguma e sem qualquer prejuizo, do mesmo modo, tem a liberdade de se recusar
a responder questdes que lhe causem desconforto emocional e/ou constrangimento nos
questionarios que forem aplicados na pesquisa. Em caso de danos imediatos ou futuros em
decorréncia de sua participacdo na pesquisa vocé tem direito de pleitear indenizacéo.

Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA

Eu, ,
inscrito(a) sob o RG/CPF//n.° de matricula , abaixo assinado,
concordo em participar do estudo intitulado “PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA
BEBIDA KEFIR SABORIZADA COM POLPA DE CAGAITA (Eugenia dysenterica)”.
Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha participacdo nesta pesquisa € de
carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informado(a) e esclarecido(a), pelo pesquisador
responsavel Juan Carlos Roberto Saavedra More, sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo no
estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que concordo com a minha participacéo no
projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, de de

Assinatura do(a) participante

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel
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) ANEXO I )
FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL COM ESCALA HEDONICA

Nome: Data:

Vocé esté recebendo amostras codificadas da bebida de leite fermentado Kefir. Por favor,
prove-as e avalie cada uma das amostras, utilizando as escalas abaixo para descrever o
quanto vocé gostou ou desgostou do produto e sua intencdo de compra. Escreva a nota que
voceé considera correspondente a cada amostra. Recomendamos comer bolacha e beber 4gua

entre uma amostra e outra para retirar 0 sabor residual.

NOTAS/ESCALA:

9 — gostei extremamente INTENCAO DE COMPRA

8 — gostel muito NOTAS/ESCALA:

7 — gostei moderadamente

—— 5. Eu certamente compraria
6 — gostei ligeiramente

5 — indiferente (ndo gosta/nem desgosta) 4. Eu provavelmente compraria

4 — desgostei ligeiramente 3. Eu tenho davida se compraria ou ndo compraria

3 — desgostei moderadamente ~ .
2. Eu provavelmente ndo compraria

2 — desgostei muito

1 — desgostei extremamente

Atributos
Cadigo Aparéncia | Cor | Aroma | Sabor | Consisténcia | Impressdo | Intencdo de
da amostra global compra
Cddigo da Comentarios (opcional)

amostra




