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RESUMO

Os gréos kefir sdo descritos como uma associacao simbiotica de leveduras, bactérias acido-
laticas e bactérias acido-acéticas que quando em substrato, fermentam, obtendo assim uma
bebida fermentada. Tendo em vista suas propriedades nutricionais aliadas as propriedades
naturais do fruto acai, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma bebida
fermentada de agai e kefir. Testes preliminares foram desenvolvidos, selecionando as amostras
F1, F2 e F3, estando a F1 dentro do que preconiza a legislacdo. Foram elaboradas e avaliadas
as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas das bebidas fermentadas F1, F2 e F3 as quais
foram elaboradas utilizando diferentes quantidades de acai, leite, acucar e kefir, F1 (85 g de
acai; 85 g de leite; 30 g de kefir de leite), F2 (160 g de acai; 10 g de acucar; 30 g de kefir de
agua) e F3 (170 g d acai; 30 g de kefir de 4gua), sendo estas fermentadas a + 2 °C por 72h. As
formulacdes elaboradas mostraram resultados de fermentacdo satisfatorios. As bebidas
elaboradas, F1 e F2, obtiveram os melhores resultados para as fermentacdes. Os parametros
fisico-quimicos sélidos totais, proteina, umidade e cinzas permaneceram semelhantes a bebida
controle, sendo comprobatério que o processo de fermentacdo ndo foi capaz de alterar esses
parametros, com exce¢do a bebida F1 que possuia em sua formulacdo a matéria-prima leite As
formulacdes F1, F2 e F3 apresentaram valores de antocianinas e flavonoides superiores as
literaturas de bebidas fermentadas com kefir e apresentaram atividade antioxidante. E quanto a
carga microbiana, houve o aumento, em detrimento da inclusdo dos grdos de kefir e
encontraram-se em condicdes higiénico sanitaria para consumo. Por fim, o desenvolvimento
das bebidas fermentadas com kefir contribuiram para inovacao na area de alimentos agregando

valor ao fruto regional com a inclusdo do mesmo em novas tecnologias.

Palavras-Chave: Kefir; Acai; Fermentacéo.



ABSTRACT

Kefir grains are described as a symbiotic association of yeasts, lactic acid bacteria and acetic
acid bacteria that when fermented in substrate, ferment, getting a fermented drink. Considering
your nutritional properties combined with the natural properties of the acai fruit, the present
work aims to develop a fermented beverage acai and kefir. Preliminary tests were developed,
selecting the samples F1, F2 and F3, being the F1 within what the legislation recommends. The
physicochemical, microbiological characteristics of the fermented beverages F1, F2 and F3
were elaborated and evaluated using different amounts of acai, milk, sugar and kefir, F1 (85 g
of acai; 85 g of milk; 30 g of milk kefir), F2 (160 g acai; 10 g sugar; 30 g water kefir) and F3
(170 g acai; 30 g water kefir) fermented at + 2 ° C for 72h. The elaborated formulations showed
satisfactory fermentation results. The elaborated drinks, F1 and F2, obtained the best results for
the fermentations. The physicochemical parameters, total solids, protein, moisture and ash
remained similar to the control drink, and it was evidenced that the fermentation process was
not able to change these parameters, except for the F1 drink which had in its formulation the
raw material milk. The formulations F1, F2 and F3 presented higher anthocyanin and flavonoid
values than the literature of kefir fermented beverages and showed antioxidant activity. As for
microbial load, there was an increase, to the detriment of the inclusion of kefir grains and were
in sanitary hygienic conditions for consumption. Finally, the development of kefir fermented
beverages contributed to food innovation and added value to the regional fruit by including it

in new technologies.

Keywords: Kefir; Acai; Fermentation.
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1 INTRODUCAO

O kefir também conhecido como quefir, tibicos, cogumelos tibetanos, plantas de iogurte,
cogumelos do iogurte e a palavra “kefir”, deriva do turco keif e significa e significa “bem-estar”
ou “bom sentimento” (OTLES; CAGINDI, 2003). Os graos sao descritos como uma associagao
simbiotica de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas, envoltas por uma
matriz de polissacarideos referidos como kefiran, e apresentam tamanhos entre 0,5-3,5cm de
didmetro, volume de 0,5-20,0mL/grdo, forma irregular, amarelados ou esbranquigados
(WESCHENFELDER et al., 2011).

Geralmente, o kefir é elaborado a partir de leite de vaca, porém muitos tipos de leites,
tais como cabra, ovelha, égua, bufala e camela também podem ser utilizados (SURIASIH et al.,
2012). Além disso, segundo Anselmo (2010), a fermentacao também pode ocorrer em agua com

acucar mascavo e suco de frutas.

O acai é o fruto proveniente da palmeira tropical (Euterpe oleracea Mart) que é bastante
difundida e cultivada na Amazénia brasileira. A polpa € largamente consumida pela populacéo
paraense, sendo esta, a principal atividade econdmica de muitas familias ribeirinhas da regido
(Silva et al., 2017).

O interesse de crescimento exponencial também disponibilizou uma diversificada
prateleira, com o langamento de novos produtos derivados (bebidas funcionais, energéticas,
alcodlicas, contendo extrato de acai, sucos, sorvetes, refrigerantes) com alto valor agregado a
“marca” agai. As novas formas de consumo se dissiparam no fendmeno natural de globalizagao,
conquistando importantes mercados nacionais e internacionais, infiltrando-se as classes nobres
de consumidores que o utilizam por motivac¢6es outras como estética e saude (YUYAMA et al.,
2011; SILVA e SILVA, 2006; SAMPAIO, 2006; SCHAUSS et al., 2010).

Culturas probidticas tém sido adicionadas para conferir propriedades funcionais aos
alimentos, especialmente em leites fermentados e iogurtes. Contudo, a aplicacéo de probiéticos
em outras matrizes alimentares ainda é incipiente. Recomenda-se a diversificagcdo dos produtos

para atender a dietas para fins especiais (PRADO et al., 2008).

A partir dos constantes estudos, foi evidenciado o beneficio do kefir, principalmente
com acdo na melhora da atividade intestinal, por ser toleravel por individuos com dificuldade
de digestdo da lactose, possuir atividade microbiana (GAMBA et al., (2016); MIAO et al.,
(2016), acao anti-inflamatéria (CHEN et al., (2012); PRADO et al., (2016), acdo antitumoral
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(FARNWORTH, 2005) e por possuir capacidade antioxidante (FAHMY e ISMAIL, 2015;
SATIR e GUZELSEYDIM, 2015). A partir disso, Prado et al., (2008), expGem a importancia

de desenvolvimento de novos produtos e necessidade de aprimorar produtos tradicionais.

O presente trabalho mostrara a possibilidade de desenvolvimento de um novo produto
capaz de exaltar as propriedades naturais do fruto regional bem como agregar valor ao mesmo
a partir de sua utilizacdo como substrato para o kefir, desta forma, valorizando a cultura da

regido e criando um sentimento de identificagdo entre o consumidor e o produto.
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2 OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO GERAL
Elaborar e analisar um produto produzido a partir da fermentacédo utilizando diferentes
coldnias de kefir (kefir de dgua e kefir de leite) tendo como substrato o acai.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as condi¢des microbiologicas e fisico-quimicas das matérias primas: Kefir e
acai.

Desenvolver formulages da bebida fermentada de agai com cepas de kefir de leite e
kefir de &gua sobe diferentes tempos de fermentacéo.

Analisar e comparar as diferentes formulacbes a partir de analises fisico-quimicas,
compostos bioativos e antioxidantes.

Analisar microbiol6gicamente as formulagdes desenvolvidas no que rege a legislacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1. ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais foi inicialmente introduzido no Japdo em meados
dos anos 1980, em referéncia aos alimentos usados como parte de uma dieta normal que
demonstram beneficios fisioldgicos ou reduzem o risco de doencas cronicas, além de suas
funcBes basicas nutricionais.

Esses alimentos, designados para “uso especifico de satde” (FOSHU, de foods for
specified health use), trazem um selo de aprovacao do Ministério da Saiide e Bem-estar japonés,
e o conceito foi rapidamente adotado no mundo. No entanto, as denominag0es das alegagdes,
ou claims, bem como os critérios para sua aprovacdo, variam de acordo com a regulacéo local
ou regional (COSTA; ROSA,; 2016).

No Brasil, a legislagdo vigente, aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), em 1999, ndo define o termo “alimentos funcionais”, mas sim alega¢do de
propriedade funcional que ¢ “aquela relativa ao papel metabolico ou fisioldgico que o nutriente
ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras fun¢des normais
do organismo humano”; e alegacao de propriedade de satide que “¢ aquela que afirma, sugere
ou implica a existéncia da relagéo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou condicao
relacionada a satde” (SILVA et al., 2016).

Dentre os alimentos conceituados como funcionais, estdo os probidticos que podem
trazer beneficios a salde quando administrados de modo continuo em quantidades adequadas.
(FAO, 2001 e SCHREZENMEIR; DE VERSE, 2001). Culturas probidticas tém sido
adicionadas para conferir propriedades funcionais aos alimentos, especialmente em leites
fermentados e iogurtes. Contudo, a aplicacdo de probidticos em outras matrizes alimentares
ainda é incipiente. Recomenda-se a diversificacdo dos produtos para atender a dietas para fins
especiais (PRADO et al., 2008).

Segundo Brasil (2007), leite fermentado é um produto adicionado ou ndo de outra
substancia alimenticia, obtido por coagulacdo e diminui¢do do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou ndo de produtos lacteos, por fermentacao lactica mediante acédo de cultivos de
microrganismos especificos. Estes micro-organismos especificos devem ser viaveis, ativos e
abundantes no produto final durante seu prazo de validade. Dentre os leites fermentados, estao:
iogurte, leite acidofilo, Kefir, Kumys e coalhada.

Em vista da mudanca do perfil epidemiologico e nutricional da populacéo brasileira, a

procura pelos alimentos considerados funcionais e de componentes responsaveis pelo seu efeito
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tém aumentado em consequéncia do crescente conhecimento sobre a relagdo do alimento com
a saude, do aumento das comprovac0es cientificas sobre suas funcionalidades, da necessidade
de prevenir doencas ao inves de cura-las e dos elevados custos para trata-las (HENRIQUE et
al., 2018).

Em detrimento desses estudos, o kefir é classificado como probiético pela FAO/WHO
(2006) e também pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2002), onde ambas
definem o probidtico como sendo organismos vivos que, em quantidades adequadas, sdo

capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal trazendo beneficios ao individuo.

3.2. KEFIR
3.2.1. Histérico

A origem do kefir ainda é incerta, mas autores afirmam que trata-se de uma bebida
originaria das montanhas da regido do Caucaso (WITTHUHN et al., 2005; LOPITZ-OTSOA
et al., 2006), entretanto o kefir pode ter surgido, independentemente, em diferentes regides,
resultando populacdes microbianas especificas e distintas, que produziam bebidas com
diferentes propriedades sensoriais e microbiologicas (MIGUEL et al., 2010). Em estudo
realizado por Yang et al., (2014), foram encontrados vestigios de kefir em tumbas no cemitério
de Xiaohe na China, os autores evidenciaram a utilizacdo do kefir nos anos de 1980-1450 a.c..,
no estudo, ha relatos que as tribos locais consumiam o kefir como uma alternativa ao leite, ja
que as mesmas apresentavam intolerancia a lactose.

No fim do século XIX, uma expedicdo russa foi a regido do Caucaso com a finalidade
de conseguir gréos de kefir e utiliza-los no tratamento de doenca, como a tuberculose, em casa
de satde, pois ja se falava em propriedades “milagrosas” atribuidas ao produto. Em 1908, o
produto chegou a Moscou, e comecou a ser difundido para outras regides. Ao longo dos anos,
o consumo de kefir ficou restrito aos individuos que tinham grdos em suas residéncias e 0s
utilizavam, repetindo sucessivamente o processo. O produto é encontrado nos comércios dos
paises como Russia, Turquia, EUA, Canada e Franca (SANTQOS, 2008).

3.2.2. Definicao
Kefir é um leite fermentado, ligeiramente efervescente e espumoso, de facil preparo e
economicamente acessivel, originado da acdo da microbiota natural presente nos graos ou
grumos de kefir (Witthuhn et al., 2004; Marchiori, 2007).
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O kefir também é conhecido como “quefir”, “tibicos”, “cogumelos tibetanos”, “plantas
de iogurte”, “cogumelos do iogurte” e a palavra “kefir”, deriva do turco keif e significa “bem-
estar” ou “bom sentimento” (OTLES; CAGINDI, 2003). Os graos sdo descritos como uma
associacgao simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas e bactérias acido-acéticas, envoltas
por uma matriz de polissacarideos referidos como kefiran, e apresentam tamanhos entre 0,5-
3,5cm de diametro, volume de 0,5-20,0mL/grdo, forma irregular, amarelados ou
esbranquicados (WESCHENFELDER et al., 2011).

No Brasil, hd uma legislacdo especifica que define esse produto. O Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), através do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados define kefir como sendo um leite fermentado o
qual é adicionado ou ndo de outas substancias alimenticias, sendo obtido por coagulacdo e
diminuicao do pH do leite, ou reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, cuja
fermentacdo é realizada com o cultivo de &cidos-laticos elaborados com grdos de kefir
(BRASIL, 2007). Os principais produtos finais dessa fermentacédo, segundo Ertekin; Guzel-
Seydim (2009); e Ferreira et al., (2010), sdo o &cido lactico, acetaldeido, acetoina, etanol,

diacetil e didxido de carbono.

3.2.3. Microbiota do Kefir

A composi¢do microbiana dos graos de kefir pode variar de acordo com a regido de
origem, o tempo de fermentacdo, o substrato utilizado, as técnicas de manipulacdo
(WITTHUHN et al., 2004) e a porcentagem dos gréos inoculados (GARROTE et al., 1998).
Na composi¢do microbioldgica do kefir, estdo presentes bactérias 4cido laticas, leveduras e
alguns fungos miceliais (WITTHUHN, et al., 2005).

Segundo Pogacic et al., (2013); Takizawa et al., (1998); Witthuhn et al., (2005) e Chen
et al., (2008), sdo presentes no grdo, leveduras homofermentativas como Kluyveromyces
marxianus; e leveduras heterofermentativas como Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces
cerevisae e Saccharomyces exiguus, Lactobacillus (L. brevis, L. casei, L.kefiri, L. acidophilus,
L. plantarum, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum,
L. parakefir), Lactococcus (L. lactis subsp. lactis), Leuconostoc (L mesenteroides),
Acetobacter, Bifidobacterium sp e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites fermentados
(BRASIL, 2007) impbe como padrdo de qualidade para o kefir, as contagens minimas de

bactérias apresentada no quadro abaixo:
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Quadro 1 - Padrdes microbiologicos para o kefir.

Produto Contagem de bactérias | Contagem de leveduras
laticas totais (UFC/q) especificas (UFC/g) Norma
Norma FIL 117A: 1988 FIL 94 B: 1990

Kefir min. 10’ min. 10*

Fonte: BRASIL, 2007.

Farnworth (2005) relatou que nos graos de kefir, as bactérias mais numerosas sao as
lacticas (108 - 10° UFC/mL) seguido das leveduras (10° -10® UFC/mL) e bactérias acido acéticas
(10° -10° UFC/mL). Os estudos de Leite et al., (2012) reforcam que dentre trés diferentes tipos
de kefir analisados no Brasil, as espécies de bactérias mais comumente encontradas em sua
composicdo sdo as Lactobacillus, kefiranofaciens e Lactobacillus kefiri enquanto que a
majoritariedade das leveduras foi representada pela Saccharomyces cerevisiae.

As bactérias acido laticas se localizam na superficie dos grdos enquanto que as leveduras
predominam no centro (LIN et al., 1999). Essas vivem e compartilham seus bioprodutos como
fonte de energia e fatores de crescimento e € justamente essa associacdo de microrganismos que
é responsavel pela fermentacdo latica e alcoolica (WITTHUHN et al., 2005; WANG et al.,
2012; HAMET et al., 2013).

Embora a maior parte dos micro-organismos presentes nos graos de kefir sejam
representados por bactérias, as leveduras sdo importantes para o equilibrio microbiolégico e
desenvolvimento das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final
(CASSANEGO et al., 2015).

3.2.4. Caracteristicas fisico-quimicas do kefir

A composicdo fisico-quimica do kefir varia, consideravelmente, com o tipo de leite
empregado na fermentagdo. Um Kkefir tipico contém 89-90% (m/m) de umidade, 0,2% de
lipidios, 3,0% de proteina, 6,0% de carboidratos, 0,7% de cinzas e 1% de &lcool e de &cido
lactico. O kefir possui 1,98 g/L de diéxido de carbono e 0,48% de alcool, sendo que o conteudo
de CO2 aumenta com a elevacdo da concentracdo de grdos de kefir (SARKAR, 2007). No
entanto, em um estudo realizado por Liut Kevicius e Sarkinas (2004), foram encontrados nos
grdos de kefir, 86,3% de umidade, 4,5% m/m de proteinas, 1,2% m/m de cinzas e 0,03% m/m

de lipidios.
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A Instrucdo Normativa N° 46 de 23 de Outubro de 2007 (BRASIL, 2007), do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que trata de Padrdes de Identidade e Qualidade de
Leites e Fermentados, define os padrdes fisico-quimicos para o kefir, conforme o quadro
abaixo:

Quadro 2 - Padrdes fisico-quimico para o kefir.

KEFIR
Matéria gorda lactea (g/1009) Creme Min. 6,0
Integral 30a5)9
Parcialmente desnatado 0,6a29
Desnatado Max. 0,5
Proteinas lacteas (g/1009) Min. 2,9 -
Acidez (g de acido lactico <1,0 -
/1009)
Etanol (% v/m) 05al15 -

Fonte: BRASIL (2007).

Os dados encontrados por Gorski, (1994) e Mesquiari, (1999) se mostraram dentro dos
padrdes estabelecidos com cerca de 0,8% (m/m) de acido lactico, alcool na proporgéo de 0,1 a
2,0% (m/v) e os autores acrescentaram que o contetdo de gordura é dependente do leite
utilizado, a textura € macia, possui um sabor acido com pH entre 4,2 e 4,6, é picante e levemente
efervescente, resultando numa bebida muito refrescante. As caracteristicas de sabor picante e
sensacdo efervescente podem ser consideradas como o sabor tipico do kefir, o qual é devido

principalmente a 6tima proporcéo (3:1) entre diacetil e diacetaldeido.

3.2.5.  Manutencdo dos graos

Geralmente, o kefir é elaborado a partir de leite de vaca, porém muitos tipos de leites,
tais como cabra, ovelha, égua, bufala e camela também podem ser utilizados (SURIASIH et al.,
2012). Além disso, segundo Anselmo (2010), a fermentacdo também pode ocorrer em &gua com
aclcar mascavo e suco de frutas. Ainda segundo o autor, a vantagem da fermentacéo feita em
agua com agucar mascavo, quando comparado ao leite, é a presenca de um leve sabor 4cido e
um aroma moderado de levedura fresca como a cerveja, além da absorcdo mais rapida pelo

organismo.
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Beshkova et al., (2002) expde que para a manutenc¢do adequada dos gréos, estes devem
ser colocados juntamente com o substrato em um recipiente de vidro, esterilizado
permanecendo por 24 h em temperatura ambiente de (x 25C°), sendo posteriormente coados. O
liquido obtido pode ser consumido ou pode ser levado a etapa de maturacdo, ficando em
temperatura de 10 °C por mais 24 h. Ao fim, pode ser consumido e, 0s graos anteriormente
coados, sdo adicionados a mais substrato para nova fermentacao.

Com relacdo a variacdo de concentracdo de grdo de kefir para a preparacdo do kefir,
Garrote et al. (2001) demonstraram que 10 g/L de gréos de kefir resulta em um produto viscoso
e ndo muito &cido e a concentracdo recomendada de graos de kefir utilizados para obter uma
bebida &cida com baixa viscosidade e alta efervescéncia é de 100 g/L. Para Sarkar (2008) 5%

de grdos de kefir resultou na producédo de etanol e acidos volateis.

3.2.6. Fermentacdo

O kefir é o Unico produto l&cteo cultivado devido a combinagéo de fermentacéo lactica
e alcoolica (TAS et al., 2012).

Ha dois tipos de fermentacdo lactica, a homo e heterolactica sendo a fermentacédo
homolactica mais comum nos produtos lacteos. Esta fermentacao ocorre por acdo de enzimas
de bactérias lacticas sobre a lactose, que a quebram, obtendo-se primeiramente glicose e
galactose, e posteriormente reduzem a glicose (£90%) para acido lactico, como ex., L.
acidophilus, L. bulgaricus, L. lactis. Quanto a fermentacao heterolactica, esta ocorre a partir do
metabolismo das bactérias do género Leuconostoc e alguns Lactobacillus heterofermentadores
(FRANCO; LANDGRAF, 2005) que desdobram a lactose a acido l&ctico e outros metabdlitos,
como etanol e CO?, que sdo formados em partes aproximadamente iguais (FERREIRA, 1987).

A fermentacdo lactica auxilia fornecendo um ambiente adequado para o crescimento
das leveduras (LOPITZ-OTSOA, et al., 2006). Como consequéncia da fermentacdo pelas
bactérias &cido-laticas (BAL), ha a diminuigdo do pH com acimulo de &cido latico (TAMIME,
2006), até que essa producdo seja inibida e 0os componentes que originam o flavor sejam
produzidos (acetaldeido, diacetil, etc) juntamente com aroma de leite fermentado (LOPITZ-
OTSOA, et al., 2006).

Na fermentacdo alcodlica, as leveduras, em condicdes aerébicas e sob baixas
concentracdes de glicose, crescem bem; entretanto, produzem pouco etanol. Em condicdes
anaerdbias, o crescimento é lento e o piruvato produzido durante o catabolismo é transformado

em acetaldeido e CO?. O acetaldeido é entdo reduzido a etanol pela acdo da enzima alcool
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desidrogenase. A reacao geral produz dois moles de etanol e dioxido de carbono para cada mol
de glicose consumido, e a energia da reacdo ¢ armazenada como dois moles de ATP, para ser
usada na biossintese ou manutencdo (CRUEGER; CRUEGER, 1993). Abaixo, segue 0 esquema
de ambas fermentacdes.

Figura 1 — Esquema da fermentacdo alcodlica e latica.
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e 2 NADH ) H—C—oH
=) |
2 ADP+R 2 ATP ] T CH,
Cl)H 7 C=0 Etanol
— C—0H ' (I:H
| icoli 3
Glicose Glicdlise > |
2 CH
2/ NAD* 2 NADH : C|)H
Acido 2 NADH .
pirGivico 2 NAD* |
HC—OH
1
Acido lactico

Fonte: Santos (2019).

O produto da fermentacdo pode ser bebido puro ou, se ndo apreciar a acidez, pode-se
adicionar um pouco de adogante ou mesmo misturar nas sopas, nos sumos de fruta ou batidos.
Tem, igualmente, uma efervescéncia natural, de gosto “carbonatado” que lhe confere sabor
Unico e o seu odor agradavel muito caracteristico (ANSELMO et al., 2010).

As caracteristicas finais do kefir podem ser modificadas alterando-se 0 bindmio
tempo/temperatura do processo fermentativo. Um tempo maior de fermentacéo a temperatura
ambiente ird resultar num produto mais acido, ao passo que o periodo longo de armazenamento
a temperatura de refrigeracdo resulta num produto com teor alcod6lico mais elevado. Em adicéo,
para reducdo significativa da lactose deve-se fermentar o kefir por mais tempo (FERREIRA,
2001).

3.2.7. Beneficios para a saude

Os atributos nutricionais do kefir sdo devido aos componentes quimicos como as
vitaminas, proteina e minerais sendo que o processo de fermentacao induz o aumento do seu
perfil nutricional (SARKAR, 2007).
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O kefir é rico em vitamina B1, B12, calcio, aminoacidos essenciais, acido folico e
vitamina K, (OTLES e CADINGI, 2003) sendo esse conteudo de vitaminas influenciado pelo
tipo de leite e a microbiota (SARKAR, 2007). Quanto a presenca de minerais, no estudo de
Otles e Cadingi (2003), foram encontrados em abundancia o calcio e magnésio, que sao
importantes para o funcionamento adequado do sistema nervoso. Além desses minerais,
também foram relatados no estudo de Liut Kevivius e Sarkinas (2004), 0os minerais potassio,
calcio, magnésio, fésforo e micro minerais como cobre, zinco, ferro, manganés, cobalto e
molibdénio.

Otles e Cadingi (2003) também relataram que as proteinas do kefir, devido ao processo
fermentativo, sdo parcialmente digeridas, facilitando a sua utilizagéo pelo organismo. A partir
das mudancas no perfil de aminoacidos, foi observado a maior presenca treonina, serina,
alanina, lisina e amodnia do que no leite ou iogurte. Outro pesquisador reportou a presenca de
valina, isoleucina, metionina, lisina, treonina, fenilalanina e triptofano (SARKAR, 2007).

As enzimas proteoliticas dos microrganismos que realizam a fermentacdo podem
contribuir para a liberacdo de peptideos bioativos, conferindo ao kefir efeitos antioxidantes
benéficos a satde. Durante o processo de fermentacao, também ocorre a producdo do kefiran
por Lactobacillus kefiranofaciens, que se constitui em heteropolissacarideo com propor¢oes
equivalentes de glicose e galactose, e se distingue por sua a¢do antitumoral, antifingica,
antibacteriana, imunomoduladora, anti-inflamatéria e antioxidante (CAVARARO et al., 2018).

Dias et al., (2012) relatam a presenca de um ambiente desfavoravel as bactérias
patogénicas durante o processo fermentativo. Bosch et al., (2006); Farnworth, (2005); e
Magalhdes et al., (2010) explicam que a producdo de &cido organico, latico e acético
proveniente do catabolismo dos carboidratos na fermentacédo, € responsavel pelo decréscimo
do pH, que por sua vez, produz um ambiente hostil para os microrganismos.

A partir dos constantes estudos sobre o kefir, foi evidenciado o beneficio de seu
consumo, principalmente com acdo na melhora da atividade intestinal, por ser toleravel por
individuos com dificuldade de digestdo da lactose, possuir atividade microbiana (GAMBA et
al., (2016); MIAO et al., (2016), acdo anti-inflamatoria (CHEN et al., (2012); PRADO et al.,
(2016), acdo antitumoral (FARNWORTH, 2005) e por possuir capacidade antioxidante
(FAHMY e ISMAIL (2015); SATIR e GUZELSEYDIM (2015). A partir disso, Prado et al.,
(2008), expde a importancia de desenvolvimento de novos produtos e necessidade de aprimorar
produtos tradicionais.
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3.3. Acai
3.3.1. Histdrico

O acaizeiro (Divisdo: Angiospermae; Classe: Monocotyledonae; Ordem: Aracales;
Familia: Palmae; Género: Euterpe; Espécie: Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da
Amazonia brasileira, encontrada também na Colémbia, no Equador, nas Guianas, em Trinidad
e Tobago e na Venezuela. Sua importancia socioecondmica e cultural concerne na extragédo de
frutos e palmito. O acai roxo é o mais comum e 0 mais consumido, existindo também outros
ecotipos de acaizeiro (acai branco, agai-agu, acai-espada, agai-sangue-de-boi, acai tinga e acai
chumbinho) (OLIVEIRA, NETO e PENA, 2007).

Acai ¢ um termo de origem tupi yasa“y(i) e significa literalmente “palmeira de agua”.
Tornou-se conhecida como palmeira amazonica, de cujo fruto se prepara um suco, designado

atualmente pelos que dele fazem uso como “vinho de agai” (MOURAO 2010).

3.3.2. Definicéo

A bebida da polpa de acai, ou simplesmente acai, é o alimento mais popular da dieta do
consumidor paraense, principalmente da cidade de Belém. Esta enraizado na gastronomia da
populacdo do Para e, nesse século, transformou-se em consumo de massa e incorporou-se ao
marketing de turismo no Estado do Pard (SANTANA et al., 2014).

O processo de obtencdo deste produto se restringe & imersdo do fruto em 4gua morna
por tempo determinado, a fim de amolecer o mesocarpo antes do despolpamento. Apds o
amolecimento, o despolpamento € realizado com o auxilio de maquinas (mecanicas ou
elétricas), ou manualmente, podendo ser feito com ou sem adicdo de dgua. Em seguida, 0
produto obtido passa por uma peneira, obtendo a polpa para consumo (ALEXANDRE,
CUNHA e HUBINGER 2004).

3.3.3. Mercado

O maior consumidor do acai é o estado do Pard. O suco do acai € um elemento
complementar se ndo basico nas refeicdes do dia a dia do povo paraense, essencialmente nas
populacdes de baixa renda. Atrelado ao consumo da populacao local esta expanséo em territorio
nacional e internacional deste produto de forma acelerada nos ultimos dez anos. Logo a
exploracgdo deste fruto pode proporcionar ao estuario amazonico, regido nativa da espécie, um
melhor padrdo de vida (VEDOVETO, 2018).
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O interesse de crescimento exponencial também disponibilizou uma diversificada
prateleira, com o langcamento de novos produtos derivados (bebidas funcionais, energéticas,
alcoolicas, contendo extrato de acai, sucos, sorvetes, refrigerantes) com alto valor agregado a
“marca” agai. As novas formas de consumo se dissiparam no fenomeno natural de globalizagao,
conquistando importantes mercados nacionais e internacionais, infiltrando-se as classes nobres
de consumidores que o utilizam por motivagdes outras como estética e salde (YUYAMA et al.,
2011; SILVA e SILVA, 2006; SAMPAIO, 2006; SCHAUSS et al., 2010).

O mercado de acai estd em expansao, por seu consumo estar ligado a nutri¢do saude e
alimentacdo natural. Os principais consumidores do produto no exterior sdo Estados Unidos,
Japdo, Argentina e Chile. Porém a oferta esta inferior a demando, devido a problemas ligados
a obtencdo da matéria-prima como escoamento, infraestrutura e armazenamento. Muito embora
os produtores tém ampliado a oferta através de novos cultivos ou extracdo nativa (CONAB,
2015; NOGUEIRA et al., 2013).

3.3.4.  Propriedades Nutricionais

O acai, além de apresentar um sabor delicioso e refrescante, € uma fruta com valor
nutricional altamente energético, contendo alto teor de lipidios, carboidratos, proteinas,
tornando-o um alimento calorico. Ainda apresenta, em sua composi¢do, compostos bioativos,
como polifendis, da classe dos flavonoides, em destaque as antocianinas (DARNET et al., 2011;
KANG et al., 2010).

Considerado um alimento com alto potencial antioxidante, o acai possui em sua
composicdo quantidade consideravel de antocianinas responsaveis pela sua coloragdo, além de
ser rico em pelo menos cinco flavondides antioxidantes: quercetina, catequina, epicatecna,
rutina e astolbina. Tais flavondides sdo carreadores diretos de radicais livres, desta forma,
desempenham um papel importante na prevencao de doencas cardiovasculares (FERNANDO
2013).

As antocianinas sdo 0s compostos hidrossollveis que contribuem com a maior
capacidade antioxidante, alem de serem responsaveis pela cor vermelha escura caracteristica da
polpa do acai. Quanto mais escuro o tom vermelho da polpa do acai, maior serd a concentracao
de antocianinas (BRITO et al., 2007).

Devido ao fruto apresentar propriedades fisico-quimicas com poder antioxidante, que

atuam inibindo ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais livres, estudos indicam
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a possibilidade de o acai fazer parte dos grupos dos alimentos funcionais (DELPOZOINSFRAN
et al., 2004; ROCHA et al., 2015).

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é através da captura
do radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado
através de uma reacgdo quimica, eletroquimica ou enziméatica. Com essa metodologia, pode-se
medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

Figura 2. Reacdo do ABTS.
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Fonte: EMBRAPA (2007).

O radical DPPH " ja vem pronto para uso e é solivel em solventes organicos, enquanto o
ABTS " necessita ser gerado antes por reacdes quimicas (como o perssulfato de potéassio) ou
enzimaticas, e, é soltvel tanto em agua como em solventes organicos, permitindo a analise tanto
de amostras hidrofilicas e lipofilicas (ARNAO, 2000).

Por meio da adicdo do perssulfato de potassio, ocorre a formacdo do radical ABTS, que
apresenta a cor esverdeada. Na medida em que o antioxidante € misturado com esse radical,
ocorre a reducdo do ABTS ™ a ABTS, provocando a perda da coloracdo do meio reacional. Os
resultados s@o expressos em funcgéo do Trolox, um padréo antioxidante submetido as mesmas
condigdes de anélise (TIVERON, 2010).

3.3.5. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do acai

A Instrucdo Normativa N° 37 de 1 de Outubro de 2018 (BRASIL, 2018), do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento que trata de Regulamento Técnico para Fixa¢do dos
Padroes de lIdentidade e Qualidade para Acai, define os padrbes fisico-quimicos e

microbiologicos para o kefir, conforme os quadros 3 e 4 abaixo:



Quadro 3 - Padrdes fisico-quimico para o0 Acai.
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Parametro

Minimo

Maximo

pH

4

6,2

Acidez total expressa em acido citrico (g/100g)

3,2

Acucares totais naturais do acai (g/100gms)

Proteinas (g/100gms)

7

Polifendis Totais (g/100gms)

1,80

Antocianinas (g/100gms)

0,44

Obs.: gms = gramas de matéria seca

Fonte: Brasil (2018).

Quadro 4 - Padrdes microbiol6gicos para 0 Acai.

Parametro

Minimo

Méaximo

Soma de bolores e leveduras

10° UFClg

Escherichia coli

Ausente

Salmonella sp

Ausente em 25¢g

Staphilococcus aureus

<10%g

Trypanossoma cruziviavel

N&o detectavel em 25¢

Fonte: Brasil (2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL
4.1.1. Obten¢do da matéria-prima

A polpa de acai foi adquirida em um centro comercial da regido de Belém, sendo esta
devidamente certificada com selo de qualidade emitido pela Secretaria Municipal de Saude
(SESMA). A polpa foi acondicionada em embalagens de polietileno de 500 mL transparentes
e armazenada sob refrigeracdo em temperatura de 0 a 7 °C sendo levada diretamente para o
laboratério de quimica localizada na Universidade do Estado do Para (UEPA) onde permaneceu
congelada em temperatura de -18 a -25 °C, conforme preconiza a EMBRAPA (2007), até o
inicio dos processos experimentais.

Ja as col6nias de kefir, tanto de 4gua quanto o de leite foram obtidos através de doagéo
colaborativa realizada na regido de Belém. Apo6s recebidos, foi dada continuidade no processo
desenvolvimento dos grdos. Os restantes das matérias-primas necessarias, como leite e agucar

mascavo, foram obtidos no comércio local em Belém do Para.

4.2. METODOS
4.2.1. Manutencéo dos graos

Para a manutencdo dos grdos de kefir utilizou-se utensilios de vidro e polietileno
esterilizados em estufa a 170 °C por 60 minutos. O kefir de leite permaneceu em leite integral
UHT comercial e o kefir de agua mantido em solugédo de &gua com agucar mascavo, ambos em
temperatura ambiente, e estes foram peneirados e suas fontes de alimentagéo renovados a cada
dois dias, a partir da troca do seu substrato. Os gréos foram inoculados (10% m/v) em 200 mL
de leite ou em &gua contendo aglcar mascavo. Este processo foi executado até a finalizacéo as
analises.

Figura 3 - Kefir branco (A) e Kefir transparente (B)
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4.2.2. Preparacdo das bebidas fermentadas
As matérias-primas (acai e leite) foram previamente analisadas antes das elaboracdes
para certificar-se que estavam dentro dos padrBes fisico-quimicos e microbioldgicos

estabelecidos pela legislagao.

4.2.2.1. Testes preliminares

Foram realizados os testes preliminares que serviram para avaliar o crescimento e
influéncia do kefir em diferentes formulag¢6es. Foram desenvolvidas seis diferentes formulagdes
as quais tinham como proporc¢éo de kefir 20 g de graos para 180 g de substrato (1:9).

Para a quantidade de acUcar, foi utilizada a proporcéo de 5% (g/g), e para a formulacéo
que possui leite, utilizado um percentual de 45% (g/g) do total da bebida.

Os ingredientes utilizados para elaboragéo e suas respectivas proporcdes, levando em
consideracdo de 200 g de bebida, estdo descritos nas Figuras 4 e 5.

Das 6 formulacdes realizadas, a F1, F2 e F3 foram fermentadas em temperatura de (+ 2
° C) e a F4, F5 e F6 em temperatura ambiente (£ 25 °C) por um periodo de 24 horas. Além
disso, as formulacdes F1 e F4, foram fermentadas com kefir de leite (KB) e as formulacdes F2,
F3, F5 e F6 com kefir de agua (KT). As fermentacOes executadas, seguiram os fluxogramas
expostos abaixo:

Figura 4 - Fluxograma para teste preliminar das bebidas fermentada F1, F2 e F3.

Formulagéo F1 Formulagio F2 Formulagio F3
Agai 90 g Agai 170 :
Leite 90g A:ﬁcm 10gg Agai 180 g
KB20g KT20g

N 7

Fermentagdo ambiente
5°C+ 2°Cpor24h

}

Filtragdo do kefir

“ N

Obtengdo da bebida Obtengiio dos
fermentada griios de kefir

Fonte: Autores (2019).
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Figura 5 - Fluxograma para teste preliminar das bebidas fermentada F4, F5 e F6.

Formulagio F4 Formulagéo F5 Formulagiio F6
Agai 90 g Agai 170 :
Leite 90g A;l;'lcar logg Agal 180 g
KB20g KT20¢g

N\ <

Fermentagio ambiente
25°C+ 2°Cpor24h

}

Filtragio do kefir

/S N\

Obtengéo da bebida Obtengdo dos
fermentada grios de kefir

Fonte: Autores (2019).

4.2.2.2. Elaboracéo das bebidas fermentadas

Ap0s, foram selecionadas as amostras que apresentaram melhores parametros sensoriais
com a manutencdo da cor e sabor, de forma que a bebida, apesar de fermentada, mantivesse as
caracteristicas originais da polpa com cor arroxeada, odor e sabor caracteristico do fruto, deste
modo, as formulacgdes F4, F5 e F6 que ndo atingiram esses parametros foram descartadas. Além
disso, as formulag6es citadas ultrapassaram o valor de acidez desejado, sendo superiores ao que

estabelece a legislacdo Brasil (2007).

Selecionada as amostras F1, F2 e F3, estas foram reformuladas, mantendo a temperatura
de fermentagdo de (2° C £ 2 °C), a proporcdo de acucar foi ajustando a relacdo de gréos para
15% (g/g) e o tempo de fermentagdo para 72 horas tendo o fluxograma para as novas
formulagdes exposto na Figura 6. Para a formulacdo com leite, foi utilizada a nova proporgéo
de 42,5% para leite e para acai. Foi elaborado também uma bebida controle contendo apenas
200 g de acai, ou seja, sem inoculacdo de gréos, que foram mantidas sob as mesmas condicdes

que as formulagdes F1, F2 e F3 para comparacao dos resultados encontrados.
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Figura 6 - Fluxograma para elaboragéo das bebidas fermentadas F1, F2 e F3.

Formulagéio F1 Formulagio F2 Formulagio F3
Agai 85 g Agai 160 :
Leite 85 g Ag?icar logg A 170 g
KB30g KT30g

N\ “

Fermentagio ambiente
5C+ 2°Cypor72h

|

Filtragdo do kefir

2

Obtengtio da bebida Obtengio dos
fermentada grios de kefir

Fonte: Autores (2019).

4.2.2.3. Bindbmio tempo x acidez e tempo x pH

Durante as 72 horas do processo fermentativo, foi realizada analise de pH e acidez das
formulagdes. Para a determinacdo desses parametros, foram coletadas, a cada 12 horas de
fermentacdo, 10 g de amostra. Os resultados obtidos a partir dessas analises tornaram possiveis
a elaboracdo de uma curva de fermentacéo para verificar o aumento da acidez e decréscimo pH

em um periodo de tempo.

Obtida as bebidas fermentadas, estas foram armazenadas e congeladas em sacos
herméticos 12 x17 cm para a realizacdo das analises fisico-quimicas e microbioldgicas as quais

todas foram realizados em triplicata.

4.2.3. ANALISES FISICO-QUIMICAS
4.2.3.1. Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada por titulagdo potenciométrica, segundo
metodologia descrita pela AOAC (2016). Pesou-se, aproximadamente, 10 gramas da amostra e

diluiu-se em 10mL de &gua destilada. A amostra diluida foi titulada com solucéo de hidréxido
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de sddio (NaOH) 0,1 mol/L, sob agitacdo continua, até pH = 8,3. Os resultados foram expressos

em g/100 g.
Para determinacéo da acidez total, foi utilizada a seguinte equacao:
VxfxMxPEx100
Px1000

Onde:

V: volume, em mL, de solucdo de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulag&o;
fc: fator de correcéo da solugéo de NaOH 0,1 mol/L;

M: molaridade do NaOH (mol/L);

PE — peso equivalente, acido citrico (PE=64,06) e acido latico (PE=90);
P — massa da amostra (g).

4.2.32. pH

Foi realizado segundo método do Instituto Adolfo Lutz (2008) com auxilio de pHmetro
digital (MS TECNOPON® mPA210), previamente calibrado com solucéo tampéo de pH 4,0 e
7,0 (EXODO CIENTIFICA®).

4.2.3.3. Densidade
A densidade do leite foi determinada de acordo com os métodos descritos pelo Adolf
Lutz (2008). Os valores de densidade foram obtidos por meio da leitura no

termolactodensimetro com corregéo para 15 °C.

4.2.3.4. Sélidos soltveis totais (° Brix)
Foi determinado segundo o método da AOAC (2016) por refratometria, utilizando
refratbmetro de bancada da Marca Instrutherm, tipo ABBE MOD. RTA-100 com termdmetro

e conexao para banho termostéatico. Os resultados foram expressos °Brix.

4.2.3.5. Acucareis totais por ADNS (Acido Dinitrosalicilico)

Foi utilizada a metodologia descrita por Madonade; Carvalho e Ferreira (2013), onde
incialmente foram preparadas as amostras. Para agucares ndo redutores foi preparada uma
solucdo de 1 g/ 100mL para as amostras F1, F3, Controle e para as matérias-primas. Para a
amostra F2, foi preparado uma solucdo de 0,1 g/ 100mL devido maior concentracdo de
acucares. Apos, foi retirado de cada solugdo 0,5 mL e levado ao tubo de ensaio, adicionando
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em seguida, 0,5 mL do reagente ADNS, homogeneizando-os e colocando-0s em banho de
aquecimento (100 °C) por 5 minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados em banho de
gelo e a eles foi adicionado 8 mL de Tartarato Duplo de Sddio e Potassio, seguido de
homogeneizacao e leitura em espectrofotometro (METASH®, modelo UV-5100PC UV/VIS
SPECTROPHOTOMETER) em 540 nm.

Foi realizado uma curva padrdo de glicose para andlise dos resultados. Para agucares
totais, foi realizada antes da etapa descrita acima, uma etapa de hidrolise da amostra que
consistiu da adicdo de 2 mL de &cido cloridrico a2M a 2 mL de amostra em um tubo de ensaio,
levando ao banho de aquecimento por 10 minutos. Apds, feito o resfriamento em banho de gelo
e entdo adicionado 2 mL de NaOH a 2M. A partir dessa etapa, deu-se continuidade ao processo
anteriormente descrito. Os resultados foram expressos em g/100 gms para as matéria-prima

acai, e em g/100 g para as bebidas fermentadas.

4.2.3.6. Proteina

As proteinas foram determinadas utilizando o método proposto por Adolfo Lutz (2008).
Foram pesadas 0,250 g de amostra no tubo de kjeldahl e adicionada 1 g de mistura catalitica.
Apos, foi colocado 5 mL de acido sulfarico no tubo e levado para digestor em temperatura de
100 °C. A temperatura foi aumentada 100 °C a cada 1h de digestdo, até atingir a temperatura
de 400 °C e a amostra se apresentar totalmente transparente e levemente esverdeadas. Apos as
amostras serem digeridas, seguiram para etapa de destilacdo onde foi inserido 10 mL de agua
destilada no tubo, sendo levado para o digestor com aproximadamente 25 mL de hidréxido de
sodio no equipamento. Em um Erlenmeyer foi colocado 25 mL de &cido borico a 2% e 5 gotas
de indicador misto e encaixado ao final do destilador. Ao completar a etapa de destilacéo, foi
realizada a titulagdo com Acido Cloridrico (HCI) & 0,1 M. O resultado foi expresso em g/100

gms para as matéria-prima acai, e em g/100 g para as bebidas fermentadas e matéria-prima leite.

4.2.3.7. Lipidios totais

A determinacdo de gordura foi realizada usando o extrator de Soxhlet segundo a
metodologia de Adolf Lutz (2008), onde foi utilizado um baldo previamente dessecado, pesado
3 g de amostra no papel de filtro, em seguida colocado a amostra no extrator deixando extrair
por 6 horas com éter de petréleo. Posteriormente, foi secado o solvente e realizada a pesagem
do bal&o. O resultado foi expresso em g/100 gms para as matéria-prima acai, e em g/100 g para

as bebidas fermentadas e matéria-prima leite.
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4.2.3.8. Umidade e solidos totais

A umidade das amostras foi determinada de acordo com os métodos descritos pelo Adolf
Lutz (2008). Os valores de umidade foram obtidos por meio do método gravimétrico com
secagem a 105 °C em estufa com circulacdo de ar forcada até peso constante. E os sélidos totais
foram obtidos pela diferenca do valor encontrado para a umidade. O resultado foi expresso em
g/100 gms para as matéria-prima acai, e em g/100 g para as bebidas fermentadas e matéria-

prima leite.

4.2.3.9. Cinzas

Foram obtidas de acordo com os métodos descritos pela AOAC (2016) n°923.03. A
quantidade de residuo de mineral fixo foi determinada por meio do método gravimétrico com
incineracdo em forno mufla a 550 °C, até completa incineracdo da amostra identificada por um

residuo final branco ou levemente cinza. O resultado foi expresso em g/100 g.

4.2.4. COMPOSTOS BIOATIVOS
4.2.4.1. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante determinada pelo metodo ABTS foi realizada segundo Rufino
et al. (2007), onde o ABTS reage estequiometricamente a uma relagdo 1: 0,5 com o perssulfato
de potassio. Esse método baseia-se na geracdo do ABTS+, que apresenta cor azul esverdeado,
por meio da reacdo do ABTS com perssulfato de potassio que possui absor¢cao maxima em 645,
734 e 815 nm.

Com a adicdo de um antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS+ a ABTS promovendo a
perda da coloragdo do meio reacional. Com a perda de cor, a porcentagem de inibicdo do
ABTS+ € determinada em funcdo do Trolox, um padrdo submetido as mesmas condicdes de
anéalise do antioxidante.

Os extratos foram preparados segundo Rufino (2007), com 25 g de cada amostra em um
Becker. Em seguida, adicionado 40 mL de solugdo aquosa de metanol 50% e entdo deixado em
repouso por 60 minutos em ambiente escuro e em temperatura ambiente. Apos, foi levado a
centrifuga, para centrifugacdo, durante 15 minutos a 13000 rpm, sendo 0s sobrenadantes
transferidos para um baldo de 100 mL.

A partir do residuo resultante da primeira extracao, foi adicionado 40 mL de acetona a

70% e deixado em repouso por 60 minutos. Posteriormente novamente centrifugados e retirados
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seus sobrenadantes e transferidos para o baldo ja contendo o sobrenadante da primeira extracéo.
O mesmo extrato foi utilizado para analise de compostos fendlicos.

A partir desses extratos, foram realizadas dilui¢bes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20 e 25%
em tubos de ensaio. De cada diluicdo foi retirado 30pL e colocado em novos tubos e entdo
adicionado 3 mL do radical ABTS, sendo bem homogeinizado e permanecendo em reagéo por
6 minutos até leitura no espectrofotbmetro (METASH®, modelo UV-5100PC UV/VIS
SPECTROPHOTOMETER) a 734 nm. Paraa calibragdo do equipamento foi utilizado o alcool

etilico como branco. Os resultados foram expressos como pM trolox/g.

4.2.4.2. Determinacdo de antocianinas totais

A determinacdo dos teores de antocianinas totais foi realizada através da metodologia
de pH diferencial descrita por Lee et al., (2005). Foi introduzida, além disso, uma etapa de
filtracdo, para as amostras que apresentavam sobrenadantes, para a eliminacdo dos mesmos,
para deste modo ser possivel a determinacéo da absortividade da solucao.

Para quantificacdo das antocianinas monoméricas foram consideradas as
absorbancias de 510 e 700 nm das amostras diluidos na solugdo tampao pH 1.0 e 4.5. Os
resultados foram expressos em g/100 gms para a matéria-prima e mg/100 g para as bebidas
elaboradas.

4.2.4.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método espectrofotométrico
proposto por de Singleton e Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005), utilizando
como solucéo extratora acetona/agua (70:30), carbonato de sédio 7,5% e o reagente de Folin-
Ciocalteu 10%.

Uma curva padréo de &cido galico foi elaborada com as seguintes concentracdes 20, 40,
60, 80 e 100 mg/L, sendo em seguida lidas as absorbéncias a 760 nm em espectrofotdmetro,
utilizando-se cubetas de 1 cm de largura, o conteudo de compostos fendlicos totais, foi
calculado utilizando a equacao linear, baseada na curva padrdo de calibracéo, o eixo Y equivale
a absorbancia, e 0 eixo X a concentracao de acido galico (mg/L). A concentracdo de compostos
fendlicos foi determinada a partir da curva, sendo expresso em mg de acido galico por 100 g de

amostra.
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4.2.5. ANALISE MICROBIOLOGICA
4.2.5.1. Preparo das amostras

Assepticamente, foram pesadas 20 g de amostra e transferidas para frascos de diluicdo
contendo 180 mL &gua peptonada salina 0,1% sendo homogeneizadas manualmente por 2
minutos, obtendo-se a diluicdo 10™. A partir dessa primeira diluicdo, obteve-se as demais
diluicBes seriadas até 10, Quando a amostra analisada foi a bebida fermentada, as diluices

foram realizadas até (10®).

4.2.5.2. Coliformes Totais

Foi realizada a técnica do Numero Mais Provavel de VVanderzant e Splittstoesser (1992),
utilizando tubos maltiplos contendo caldo lauril sulfato triptose (KASVI®), onde 1 mL de cada
diluicdo foi transferido para cada tudo. Os tubos foram homogeneizados manualmente e
incubados em estufa microbiolégica (35 °C) por 48 h. Tubos apresentando turbidez e presenca
de gés tiveram uma alcada (=10 pL) transferida para tubos de ensaio contendo caldo verde
brilhante 2% (KASVI®) (confirmacdo de coliformes totais) e incubados em estufa
microbiologica a 35 °C por 24 h. O resultado foi expresso em Ndmero Mais Provavel por g de
amostra (NMP/qg).

4.2.5.3. Determinacéo de Escherichia coli
Para confirmacdo da presenca de E. coli, uma al¢ada (=10 pL) dos tubos de caldo lauril
com resultado presentivo foram transferidos para tubos de ensaio contendo caldo ec (KASVI®)
e incubados em banho de aquecimento (44,5 °C) por 24 h.
Apos, uma algada de tubos contendo caldo EC que apresentavam turbidez, com ou sem
producéo de gas no interior do tubo de Durhan, foi semeada em placas de Petri contendo Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB). As placas foram incubadas a 35 °C por 24-48 horas. Os

resultados foram expressos em auséncia ou presenca em 25 g.

4.2.5.4. Staphylococcus aureus

A determinacdo foi realizada seguindo a metodologia descrita por Silva; Junqueira e
Silveira (2001), utilizando a metodologia de contagem direta em placa, inoculando 0,1 mL de
cada diluicdo na superficie de placa de agar Baird-Parker (KASVI®). Colénias tipicas ou
suspeitas foram submetidas ao teste de coagulase, no qual foram retiradas uma algada de massa

de celulas da placa e transferida para tubos de Caldo Infuso Cérebro Coracdo (BHI, MERCK®)
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sendo incubadas por 24h a 35 °C. Apds, foi retirado 0,2 mL da cultura, e entdo adicionado 0,5
mL de Coagulase Plasma — EDTA (Plasma de coelho com EDTA LABORCLIN®) seguido de
leve movimento de rotacdo, sem agitar os tubos, para ndo inferir na coagulagédo. Os tubos foram
incubados a 35 °C e avaliados durante 6 horas se houve formacéo de coagulo. Os resultados
foram expressos em UFC/ g de amostra.

4.2.5.5. Salmonella sp

A determinacdo foi realizada de acordo com o que propde Vanderzant e Splittstoesser
(1992), através de pré-enriquecimento da amostra em agua salina peptonada a 1% tamponada,
incubada a 37 °C por 24 h. ApGs o pré-enriquecimento, a amostra foi transferida para dois
diferentes caldos de enriquecimento seletivo, Selenito Cistina (SC) e Tetrationato (TT),
incubados a 37 °C por 24 h. Em seguida, foi transferido uma alcada de SC e TT para as placas
contendo XLD (Xilose Agar Lisina Desoxiciolato) e BS (Agar Bismuto Sulfito), incubadas e

invertidas a 35 °C por 24 h. Os resultados foram expressos em presenca ou auséncia em 25 g.

4.2.5.6. Contagem total de bactérias aerobias mesofilas

Foi realizado seguindo a metodologia proposta por Compendium of Methods for the
Microbiological Examination citado por Faria, Oliveira e Costa (2012) utilizando o método de
plagueamento em superficie onde 0,1 mL de cada diluicdo foram inoculadas no meio de cultura

elaborado. As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C e por fim foi realizada a contagem.

4.2.5.7. Bactérias laticas

A contagem de bactérias lacticas totais foi realizada segundo Junqueira e Silveira (2001)
pelo método de plagueamento em profundidade a partir de diluicbes decimais sucessivas das
amostras. Inoculou-se 1 mL das diluicdes em placas de Petri estéreis, sendo acrescidas de meio
MRS Agar (Kasvi®) com 0,2% de antifangico nistatina (Pratti-Donadduzi®). As placas foram

incubadas invertidas a 35 °C em estufa durante 48 a 72 horas.

4.2.5.8. Bolores e leveduras
Seguiu-se a metodologia descrita no Compendium of Methods for the Microbiological
Examination citado por Faria, Oliveira e Costa (2012). Foi acrescentado nas placas

aproximadamente 20 mL de Potato Dextrose Agar (PDA). Em seguida, foi retirado 0,1 mL de
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cada diluicdo e entdo inoculadas nas placas contendo o meio. As placas foram incubadas a 25°C

por 5 dias e entdo, realizada a contagem. Os resultados foram expressos em UFC/ g de amostra.

4.2.5.9. Leveduras especificas

0,1 mL de cada diluicdo foram inoculados em placas de petri contendo YPD Agar (20
g/L glicose, 20 g/L peptona bacterioldgica, 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L é&gar
bacteriologico) acrescido de solucéo de cloranfenicol 100 mg/L para inibicdo do crescimento
bacteriano (Martins et al., 2019). As placas foram incubadas a 25- 28 °C durante 5 dias. Os
resultados foram expressos em UFC/ mL.

4.2.5.10. Bactérias acéticas

Seguiu-se a metodologia descrita por Martins et al (2019). Foi inoculado 0,1 mL de cada
diluicdo em placas de petri contendo GYC Agar (10 g/L de extrato de levedura, 30 g/L de
carbonato de célcio, 50 g/L glicose e 15 g/L de Agar) acrescido de 0,2 mL de nistatina para
inibicdo do crescimento fungico. As placas foram incubadas a 30 °C durante 5 dias. Os

resultados foram expressos em UFC/ mL.

4.2.6. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados das andlises fisico-quimicas das bebidas fermentadas e controle foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste t (p<0,05)

utilizando o Software StatisticalO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo quimica e microbioldgica das matérias-primas utilizadas na elaboracéo

das bebidas fermentadas com kefir.

A composicéo fisico-quimica e microbiologica da matéria-prima acai segue descrita nas

Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima acai.

Parametros Polpa de acai Legislacéo
°Brix 12,00 £ 0,00 Min.8 Max. 14
Sélidos totais (g/100g) 13,47 + 0,12 Min. 8%
pH 514 +£0,15 Min.4  Max. 6,2
Acidez em &cido citrico 0,31+£0,30 Max. 3,2
(9/1009)
Umidade (g/100 gms) 6,41 + 0,06 -
Proteina (g/100 gms) 9,67 £0,30 Min. 7
Lipidios (g/100 gms) 49,37 0,20 Min. 20 Max. 60
Cinzas (g/100g) 0,39+£0,01 -
Acucares totais 4,11 £ 0,04 Max. 40
(9/100gms)
Fendlicos totais (g de 3,22 £0,04 Min. 1,80
GAE/100 gms)
Antocianinas (g/100 gms) 0,55+ 0,05 Min. 0,44

*Resultados expressos em g/100gms de produto. Média de trés determinacgdes +

desvio padréo.

Tabela 2 - Caracteristicas microbioldgicas da matéria-prima acai.

Parametros Polpa de acai Legislacéo
Coliformes (NMP/g) <3,0 Max 102

Bolores e leveduras (UFC/g) 5x 103 Max 5 x 10°
Escherichia coli (ausente em 25 ) Ausente Ausente
Salmonella (ausente em 25 g) Ausente Ausente

Staphylococcus aureus (UFC/g) <10 Max <102/g
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Levando em consideracdo BRASIL (2018), BRASIL (2001), BRASIL (1999) as quais
estabelecem os padrdes de identidade e qualidade para polpa de acai, foi evidenciado que todas
as analises realizadas, tanto fisico-quimicas quanto microbioldgica, estdo de acordo com o que
preconiza ambas legislacGes, com excecdo para umidade e cinzas, que ndo possui legislacéo

especifica.

Quanto a composicdo fisico-quimica e microbiol6gica da matéria-prima leite, seguem

os resultados encontrados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Caracteristica fisico-quimica da matéria-prima leite.

Parametros Leite UHT Legislacéo
pH 6,65 £ 0,03 6,6 26,8
Sélidos Totais (g/100 g) 11,71 £ 0,05 -
Acidez em &cido latico 0,15+ 0 Min. 0,14 Méx. 0,18
(9/100 g)
Umidade (g/100 g) 88,28 £ 0,05 -
Proteina (g/100 g) 3,2+0,03 Min. 2,9
Lipidios (g/100 g) 3,00+£0 Min. 3,0
Cinzas (g/100 g) 0,74 £ 0,01 -
Densidade 1,030 +0 Min. 1,023 Max.1,040

* Média de trés determinacdes * desvio padrao.

Tabela 4 - Caracteristicas microbioldgicas da matéria-prima leite.

Parametros Leite UHT integral Legislacéo

Aérobicos mésofilos/ mL Auséncia Méx. 100

A matéria prima leite foi analisada segundo BRASIL (1996) e BRASIL (2002) que
abordam o padréo de identidade e qualidade do mesmo. As analises estdo de acordo com o que
preconiza ambas as legislacdes, com excec¢do as analises de solidos totais, umidade e cinzas que
foram incluidas para servirem como base para a bebida elaborada, desta forma, ndo estdo

presentes nas legislacGes citadas.
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5.2. Curva de fermentacdo, caracterizacdo quimica e microbiolégica das bebidas fermentadas
com kefir.
5.2.1. Curva de fermentacao

A fermentacdo revelou uma variabilidade entre as formulagdes analisadas que pode ser
explicada pela composicéo das elaboracdes e suas interagcdes com as diferentes culturas de kefir.
Segundo o Regulamento Técnico que estabelece os Padrdes de Identidade e Qualidade
de Leites Fermentados, o teor de acidez para o produto denominado kefir deve estar entre 0,5 a
1,5 g de &cido lactico/100 g (BRASIL, 2007). A formulacdo F1, por conter leite, foi expressa
em peso equivalente a acido latico, no entanto, as formulacdes F2, F3 e a controle, por ndo
possuirem leite em sua constituicdo, tiveram seus resultados expressos em g de acido citrico/100
g, referente a utilizacdo em sua totalidade da matéria-prima acai. Desta forma, para estas
formulacdes, ndo ha uma legislacao especifica.

Dentre as formulac@es elaboradas, demonstradas nos graficos 1 e 2, a que apresentou
melhor resposta a fermentacao foi a formulacdo F1 que obteve as maiores variagdes nos valores
de acidez e pH. O valor de acidez variou de 0,322% a 0,728% apds as 72 horas de fermentacéo,
desta forma estando de acordo com o0 que preconiza a legislacéo.

O maior aumento da acidez e o acentuado decréscimo do pH principalmente nas
primeiras 12 horas ocorreu devido a formulagdo F1 possuir maior quantidade de leite em sua
composic¢do. Tal fato € reafirmado no estudo de Weschenfelder (2009) que cita que quanto
maior a composicdo de leite na formulagcdo, melhor é o desenvolvimento dos gréos. A relagédo
da quantidade de leite com os resultados encontrados é devido a presenca da lactose, que,
segundo Tamine (2006), a mesma é degradada na fermentacdo das bactérias acido-laticas

(BAL), e como consequéncia, ha o acimulo de &cido latico.



Gréfico 1 — Curva de fermentacdo tempo x acidez
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*Controle: 200 g de agai; F1: 85 g de acai, 85 g de leite e 30 g de kefir de leite; F2: 160 g de agai, 10 g de

acucar mascavo e 30 g de kefir de 4gua; F3: 170 g de acai e 30 g de kefir de &gua.

Gréfico 2 — Curva de fermentacdo tempo x pH
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*Controle: 200 g de agai; F1: 85 g de acai, 85 g de leite e 30 g de kefir de leite; F2: 160 g de acai, 10 g de

actcar mascavo e 30 g de kefir de 4gua; F3: 170 g de acai e 30 g de kefir de agua.

A formulagéo Controle mostrou pouca variabilidade dos valores de acidez e também de

pH tendo como motivo a auséncia dos grdos de kefir em sua constituicdo. J& com relacdo a
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bebida F2, esta teve uma fermentacdo menos acentuada, quando comparado a bebida F1, devido
a fermentacdo alcoodlica realizada por cepas de kefir de agua associado a utilizacdo de sacarose

como substrato na proporc¢éo de apenas 15% (g/g).

Quanto a bebida F3, quando comparado a bebida controle, mostrou um curto aumento
do seu parametro acidez e diminuicdo do pH, revelando a possibilidade das cepas de kefir
haverem utilizado o agUcar natural presente no acai como substrato, no entanto, essa quantidade
de agUcar presente ndo se mostra uma boa alternativa para o desenvolvimento de uma bebida
fermentada, devido pouca quantidade desse componente, constatado nos resultados das analises

fisico-quimicas.

Um estudo realizado por Santa et al. (2008) avaliou a bebida kefir natural (de leite) e
saborizado com polpa de frutas ameixa e morango e obteve valores de pH de 4,2a 4,6 € 0,62 a
0,79% para acidez total. Ao comparar esses estudos com os resultados encontrados, é visto uma
semelhanca para aos resultados de pH final dos produtos os quais permaneceram entre 4,51 e
4,75. Quanto aos valores de acidez, teve-se para as bebidas controle, F1, F2 e F3 os valores
finais de 0,37 %; 0,728 %; 0,453 % e 0,394 % respectivamente. Desta forma, mostrando que

apenas a bebida F1 equiparou-se com a do estudo.

Araujo etal. (2017), também avaliou acidez titulavel e pH de fermentado de kefir natural
(de leite) e saborizado com diferentes concentracGes de polpa de goiaba e encontrou valores
que variaram de 3,5 a 3,7 para pH e acidez de 1,2 a 1,5, estando esses parametros inferiores e

superiores, respectivamente, ao encontrado neste estudo.

As formulagcbes elaboradas mostraram resultados de fermentacdo satisfatorios. As
formulacdes F1 e F2, mostraram a possibilidade de substituicdo do meio tradicional para a
fermentacdo perante permanéncia de seu substrato especifico, o leite e 0 aglcar. Quanto a
formulagdo F3, mostrou que é possivel alterar o substrato, no entanto, devido o agai possuir
pouca quantidade de agucares necessarios para o desenvolvimento dos gréos, a fermentagéo foi

muito inferior as demais.
5.2.2. Caracterizacgdo fisico-quimica

Os resultados das analises de solidos totais, umidade, proteina, lipideos e cinzas estdo
dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados das analises fisico-quimicas sélidos totais, umidade, proteina, lipideos,
cinzas e acgucares totais das bebidas fermentadas e controle.

Parametros Controle F1 F2 F3
Sélidos totais (%) 18,18 £0,73% 14,71+054° 20,21+0,79% 18,00+ 0,842
Umidade (%) 81,82+0,73P> 8528+0542% 79,79+0,79° 82,00+0,84°
Proteina (%) 1,59+0,02° 249+004%  166+0,05° 1,62 £0,07°
Lipidios (%) 9,01+0,41° 600+£013° 10,09+0,15% 10,49+0,28°
Cinzas (%) 055+0,01° 069+001%  056+003° 0,50 + 0,02 °
Acucares Totais (%) 0,55+0,00 0,67 +0,00° 1,40 £ 0,072 0,50 +0,01°

*Qs resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrdo. Média na mesma linha com letras

diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Os parametros fisico-quimicos encontrados foram de acordo com BRASIL (2018) que
define os padrdes de identidade e qualidade de suco e polpas de fruta e BRASIL (2007) que
define os padrbes de identidade e qualidade dos leites fermentados. No entanto, as bebidas
elaboradas ndo puderam ser comparadas com as mesmas, nem com outra legislacédo, por se
caracterizarem como um produto novo, e portanto, ndo ha legislacao especifica, apenas estudos

semelhantes.

Para todos os parametros analisados, a formulacdo F1 teve diferenca significativa (p <
0,05) quando comparado com as outras formulagdes, o que pode ser justificado por possuirem
em sua composicdo, componentes diferentes, com a inclusdo de leite na formulacao F1 e entdo
reducdo da quantidade de acai. Um estudo realizado por Sales (2017), que elaborou um leite
fermentado adicionado de polpa de agai, apresentou a quantidade de solidos totais entre 12,70
a 14,40 % se mostrando inferiores ao realizado nessa pesquisa. As analises de cinzas e umidade
do mesmo autor, equiparam-se as encontradas, variando de 0,43 a 0,74 % e 81,81 a 84,64 %,

respectivamente.

O teor de umidade encontrado por Garrote et al., (2001) para o kefir foi de 79,3 a 83,8
% sendo semelhante ao estudo realizado. A formulacdo F2 obteve o menor valor de umidade e
maior quantidade de sélidos devido a adi¢do de agUcar na formulagao, aumentando assim o teor

de sélidos totais e consequentemente, diminui¢do da umidade.

Em um estudo semelhante, desenvolvido por Semeniuc et al., (2016) foi analisado um

kefir adicionado de xarope de pinheiro onde se foi obtido valores de proteina de 3,83 %, sendo
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tal valor, superior aos resultados encontrados, no entanto, para valores de lipideos, o autor

obteve 3,45 %, sendo esses resultados inferiores ao da pesquisa desenvolvida.

Contim; Oliveira e Neto (2018), que avaliaram fisico-quimicamente o kefir elaborado
com polpa de graviola e constataram a reducdo do valor de proteina na bebida quando
comparado com a bebida controle. O inverso aconteceu neste estudo, que quando comparado
ao controle, o teor de proteina aumentou, mesmo que em quantidades pequenas, podendo ser
explicado pela composicao do kefir, que segundo Liut Kevicius e Sarkinas (2004), possui em

sua matriz 4,5 % de proteina.

Ainda na pesquisa de Contim; Oliveira e Neto (2018), foi observado a presenca de 3 %
de gordura na bebida elaborada com graviola. Cabral (2014) encontrou para valores de lipideo
de kefir saborizado com chocolate os valores de 3,4 % a 3,8 %, e Irigoyen et al, (2005) com
estudo dos graos de kefir, o valor de 3,6 %. Todos o0s estudos apresentaram valores inferiores a
pesquisa realizada. Tal fato pode ser explicado devido a polpa de agai possuir um elevado teor
lipidico.

Para a andlise de acUcares, foi elaborada a curva padrédo de glicose abaixo:

Gréafico 3 — Curva padrdo de glicose (g/L).
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A formulacdo F2 diferiu estatisticamente (p < 0,05) para o parametro agucares totais
guando comparada com as outras formulacdes e a bebida controle, mostrando o aumento desse
parametro que é justificado pela inclusdo de aglcar mascavo na formulagdo o qual néo foi
totalmente consumido na fermentacdo. Quanto a formulacdo F3, houve reducgédo do teor de

acucar, explicado pela pequena fermentacdo ocorrida que, como citado na curva de
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fermentacdo, pode ter sido ocasionado pelo consumo dos agucares naturais do acai na

fermentacao.

Os resultados encontrados para os parametros solidos totais, umidade, proteina e cinzas
ndo diferiram entre si (p < 0,05) quando comparados a bebida controle, com excecdo a
formulacdo F1, que teve sua composicdo acrescentada de leite. A partir desse fato, é

comprobatério que o processo de fermentacdo nao foi capaz de alterar esses parametros.

Para as analises de atividade antioxidante e compostos fenolicos foram elaboradas
curvas padr@es as quais encontram-se nos graficos 4, 5 e 6 abaixo:

Grafico 4 — Curva padrdo de Trolox para as amostras controle, F1 e F3 para analise de

atividade antioxidante.
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Grafico 5 — Curva padrdo de Trolox para a amostra F2 para analise de atividade

antioxidante.
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Grafico 6 — Curva padréo de Acido Galico (g/L) para analise de fendlicos totais.
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Para os resultados de atividade antioxidante demonstrados na Tabela 6, verificou-se
diferenca significativa (p < 0,05) entre a formulagdo Controle comparado com as formulagdes
F1 e F2 as quais tiveram maiores variagdes de acidez e pH, sugerindo assim que a fermentacédo

foi capaz de diminuir a esse parametro.

Tabela 6 — Resultados de atividade antioxidante, compostos fendlicos e antocianinas

totais.

Parametros Controle F1 F2 F3

Atividade
Antioxidante (uM 84,84 +1523% 31,90+0,28° 46,97 +2,67° 7225+7,26%
de trolox/g)
Compostos 440,94 +8,06% 187,04+255° 354,12+1,27° 368,37 +5,96°"
fenodlicos
(mg de GAE/100
9)
Antocianinas 78,08+£299% 3027+1,41° 3327+149° 64,66+1,47°
(mg/100 g)

*QOs resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrdo. Média na mesma linha com letras

diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Sales (2017), que caracterizou um leite fermentado kefir adicionado de polpa de agai,
encontrou valores para atividade antioxidante de 0,90 uM de trolox/ g para o kefir adicionado
de 10% de polpa e 2,20 uM de trolox/ g para o kefir adicionado de 30 % de polpa. Ja os

resultados encontrados nesta pesquisa se mostrou superior devido a maior quantidade de polpa
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incluida em todas as formulagdes, implicando dizer que o acai é o responsavel pela maior
atividade antioxidante.

Santos et al., (2008), estudando as polpas de acai comerciais da cidade de Fortaleza -
CE, encontrou valores para atividade antioxidante que variaram de 10,21 a 52,47 uM de trolox/
g. Tais valores foram inferiores a bebida controle e formulacdo F3 da pesquisa, que obteve
84,84 e 72,25 uM de trolox/ g, respectivamente. Para as formulagdes F1 e F2, os resultados se
equipararam.

O mesmo autor encontrou para quantidade de antocianinas valores semelhantes ao do
estudo, estando em um intervalo de 13,93 a 54,18 mg/100 g de acai. As antocianinas da pesquisa
apresentam diferenca significativa (p < 0,05) entre a formulagdo controle comparado as
formulagbes F1, F2 e F3, mostrando que o processo de fermentacdo teve uma correlagdo com
os resultados encontrados associado também a composic¢édo de cada formulagéo.

No acal, as antocianinas figuram como os principais compostos fenolicos presentes na
sua composicdo e sdo responsdveis por grande parte da capacidade antioxidante (DEL
POZOINSFRAN et al., 2004).

Quantificando as antocianinas da polpa de agai, Silva (2017) encontrou o valor médio
de 73,54 mg/100 g, sendo este um valor semelhante ao encontrado nesse estudo para a bebida
controle e F3. A autora também quantificou os compostos fendlicos encontrando 346,14 mg de
GAE/100 g, e atividade de antioxidante de 17,15 uM de trolox/g. Os valores encontrados para
compostos fenolicos se equiparam com as bebidas F2 e F3, e se mostram inferiores a bebida
controle. Para os valores de atividade antioxidante, este foi muito inferior ao encontrado no
estudo.

No desenvolvimento de uma bebida lactea fermentada com kefir e enriquecida com
amora preta, Costa et al., (2018) encontrou de valor de 19,85 mg de GAE/100 g para compostos
fenolicos e afirmou que a amora preta foi responsavel pelo por esse valor, uma vez que, a bebida
tradicional de kefir apresentou 6,93 mg de GAE/100 g.

A diferenca entre os valores encontrados para a atividade antioxidante, antocianinas e
compostos fendlicos pode estar relacionado ao clima, solo da regido, periodo de safra ou ndo
safra, os componentes utilizados em cada formulacdo, a fermentagédo realizada, bem como
condi¢des de temperatura e processamento. Além disso, segundo Roséario et al., (2016), os
compostos bioativos sdo muito variaveis e sensiveis as condigdes externas.

A presenca de compostos bioativos nos alimentos, segundo Soares et al., (2015), podem

atuar indiretamente no estresse oxidativo com a inibicdo de radicais livres. Desta forma, as



51

bebidas elaboradas, apesar de possuirem valores inferiores a bebida controle, podem ser
consideradas fonte desses compostos.

5.2.3. Caracterizacdo microbioldgica

Os resultados das analises microbiolégicas das bebidas fermentadas estdo apresentados

na tabela 7.

Tabela 7 — Resultado das analises microbioldgicas das bebidas fermentadas e controle.

Parametros Controle F1 F2 F3
Coliformes (NMP/qg) 38 <3 93 43
Bolores e leveduras 5,0x10°  3,7x10° 1,2x10° 6,9x10°
(UFC/g)

Salmonella spp (em 25 g de Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia
amostra)

Staphylococcus aureus <10 <10 <10 <10
(UFClg)

Bactérias acéticas 1,0x10*  1,2x10° 1,8x10° 6,8x10°
(UFC/mL)

Leveduras Especificas 2,3x10>  4,6x10° 2,9x10° 2,4x10°
(UFC/mL)

Bactérias laticas (UFC/mL)  5.2x10*  8,0x10° 1,7x10° 9,9x10°

Para todas as formulacdes elaboradas houve auséncia de Salmonella spp em 25 g de
amostra, alem de <10 UFC/g para contagem de Staphylococcus aureus. No entanto, para todos
0s outros parametros avaliados, todas as bebidas apresentaram valores superiores para
quantidade de microrganismos. A bebida controle foi a que apresentou 0os menores valores,
indicando que a inoculacdo das cepas é responsavel pelo aumento da quantidade de
microrganismos.

Levando em consideragdo a RDC n°12 de Janeiro de 2001 que dispde sobre os padrdes
microbioldgicos de alimentos, as formulagdes de kefir com polpa de agai elaboradas possuiram
qualidade sanitaria desejada ja que apresentaram auséncia de Salmonella spp. e contagem
satisfatoria de coliformes, que segundo a legislacdo, deve estar ausente em 25 g,

respectivamente e inferior a 5,0x10? UFC/g.
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Segundo Brasil (2007), que rege sobre os padrdes de identidade e qualidade dos leites
fermentados, impde que o leite fermentado por kefir deve possuir contagem de bactérias laticas
totais de no minimo 107 e leveduras de no minimo 10*. A bebida F1, a qual possui em sua
constituicdo leite, apresentou valores de bactérias laticas de 10° e leveduras especificas de 10°,
estando inferior e de acordo com a legislagéo, respectivamente. A ndo adequagdo do parametro
bactéria latica pode estar relacionada ao fato de que a formulagdo ndo constituiu em sua
totalidade da matéria-prima leite, estando a polpa de agai em grande proporcéo.

Além disso, um estudo realizado por Irigoyen et al. (2005) concluiu que quanto maior
a concentragéo de gréos de kefir no meio favorece o crescimento de microrganismos que inibem
a proliferacdo das BAL, o que ocorreu no estudo, com a inclusdo superior de cepas de kefir, na
proporcdo de 30 % de graos para 200 g de bebida. Tal fato pode ser observado quando
comparado com o estudo de Santa et al., (2008), que elaborou um kefir sabor ameixa e morango
e obteve valores de 108 de bactérias laticas inoculando 60 g de kefir a 1000 mL de leite. Desta
forma, ndo so6 a formulagdo F1 como as demais apresentaram valores inferiores de bactérias
laticas que variaram de 10° a 10° devido a quantidade de cepas inoculadas que foi superior.

Nos gréos de kefir, geralmente, as bactérias lacticas sio mais numerosas (108 UFC/mL)
que as leveduras (10° -10° UFC/mL) e bactérias &cido acéticas (10° -10° UFC/mL), embora as
condigdes de fermentacdes possam afetar esse padrdo (FARNWORTH, 2005).

Garrote et al. (1998); Irigoyen et al. (2005) em seus estudos quantificaram as leveduras
e bactérias acéticas de 10° e 106 UFC/ mL, respectivamente, estando as leveduras semelhante
as encontradas nas bebidas F1, F2 e F3 elaboradas, com 10° UFC/ mL. Quanto as bactérias
acéticas, se apresentaram inferiores ao estudo, no entanto semelhante ao que cita Farnworth
(2005), que diz que estas sdo quantificadas de 10° a 10°. Além disso, a presenca das mesmas é
consequéncia da inclusdo das cepas de kefir que as possui em sua composicao.

Em um estudo de Sales, (2017) que formulou um leite fermentado kefir adicionado de
polpa de acai, encontrou valores de 1,5x10° até 6,3 x10° UFC/g para bolores e leveduras. Ja
nesse estudo, os valores encontrados variaram de 3,7x10° a 1,2x10°% UFC/ g para as bebidas
que continham kefir. Comparando a bebida controle e as F1, F2, e F3, é evidente o aumento
das UFC, possivelmente pela inclusdo dos graos a formulagéo.

As caracteristicas microbiologicas do kefir podem variar perante diversos fatores como
a origem dos grdos (GUZEL-SEYDIM et al.,, 2005; ZHOU et al., 2009; LUANG-IN;
DEESEENTHUM,  2016), tempo, temperatura, = manipulagdo,  processamento
(GUZELSEYDIM et al., 2005; POWELL et al., 2007; LONDERO et al., 2012) e quantidade
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de gréos inoculados (GARROTE et al., 1998). Além disso, a mudanga no substrato também
pode alterar as caracteristicas microbioldgicas do produto, devido cada substrato possuir uma
carga microbiologica diversificada, explicando assim, a variabilidade nos resultados, uma vez

que a matéria-prima tradicional do kefir foi alternada para a polpa de agai.
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6 CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos soélidos totais, proteina, umidade e cinzas das
formulagdes f2 e 3 permaneceram semelhantes a bebida controle, sendo comprobatorio que o
processo de fermentacdo ndo foi capaz de alterar esses parametros, com excecédo a bebida F1
que possuia em sua formulacdo a matéria-prima leite, portanto, resultados fisico-quimicos
diferentes. Além disso, as formulagdes F1, F2 e F3 apresentaram valores de antocianinas e
flavonoides superiores as literaturas de bebidas fermentadas com Kefir e apresentaram
atividade antioxidante, se mostrando, portanto, bebidas de grande interesse

A inclusdo dos grdos de kefir aumentou a carga microbiana presente inicialmente na
bebida podendo ser comprovado por comparacdo com a bebida controle. Para analises de
coliformes, Salmonella spp e Staphylococcus aureus, todas as bebidas se mostraram dentro dos
padrdes de qualidade.

As bebidas elaboradas se mostraram dentro dos padrdes de qualidade higiénico-sanitaria
e ainda se caracterizam como produtos benéficos a salde, devido ao valor nutricional e
funcional do kefir e acai que € explanado pelas literaturas e reafirmado no estudo,
principalmente quanto sua atividade antioxidante. Em detrimento disso, é de grande interesse e
intencdo a continuidade desse estudo de forma a abordar a aceitabilidade das bebidas pela
populacédo. Por fim, o desenvolvimento das bebidas fermentadas com kefir contribuiram para
inovacgdo na area de alimentos agregando valor ao fruto regional com a inclusdo do mesmo em

novas tecnologias.
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