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RESUMO

O kefir ¢ uma bebida fermentada oriunda da europa oriental. Os substratos
fermentativos mais utilizados sao leite de vaca e 4gua com agticar mascavo. Nesse
sentido, a utilizacdo de outros tipos de substratos apresenta potencial interessante
como abrangéncia ao publico intolerante ao leite ¢ uma bebida de menor valor
calorico e mais saudavel. O objetivo da pesquisa foi avaliar o uso dos graos de kefir
como cultura inicial para bebida kefir simbidtica de baixa caloria e valor nutricional
agregado baseada em diferentes substratos (cristal, agucar de coco, demerara,
mascavo, melaco de cana), A bebida foi avaliada através das analises fisico-quimicas
(pH, Brix e Acidez), comportamento das bactérias acido-laticas e leveduras e dos
acidos acéticos e laticos, com esses resultados e baseado em outros estudos de analise
sensorial do publico por Kefir agucarado como base em diferentes formulagdes, abre
perspectivas para esta aplicagdo inovadora de graos de kefir agucarados para o
desenvolvimento de bebidas a base de diferentes substratos e posterior avaliagao da

aceitacao dessa bebida apresentada nesse estudo.

Palavras-chave: Kefir acucarado, baixo valor calorico, substrato alternativo



ABSTRACT

Kefir is a fermented drink from Eastern Europe. The most used fermentation substrates
are cow's milk and brown water. In this sense, the use of other types of substrates
presents interesting potential as the brand to the milk intolerant public and a drink with
lower caloric value and healthier. The objective of the research was to evaluate the use
of kefir starter grains as a culture for symbiotic kefir drink of low calorie and nutritional
value based on different substrates (crystal, coconut sugar, demerara, brown, cane
molasses). Heated with varieties of compounds of organic results and based on other
chemical substances, Briidez and substances and of the organic results of sensorial
analyzes of the sugary kefir as base in different formulas opens perspectives for
application of innovative formulas, sugary kefir grains for the development of beverages
based on different substrates and subsequent evaluation of different beverages presented
in this study.

Keywords: : Sugared kefir, low calorie, alternative substrate
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INTRODUCAO GERAL

Os probioticos sao micro-organismos vivos benéficos para a saude humana. Quando
estdo em equilibrio, ajudam a manter a microbiota intestinal saudavel, colaborando para
o bom funcionamento do corpo, atuando em diferentes sistemas, como o digestivo € o
imunologico, através dos fatores antimicrobianos inibindo o crescimento de

microrganismo patogénicos.

Kefir ¢ um alimento probiotico composto pela associagdo de varios microrganismos,
como leveduras, lactobacilos e bactérias (principalmente acido lacticas e acido acéticas),
sendo considerado um alimento funcional e sendo encontrado em forma de graos ou
como bebida fermentada. O kefir pode reduzir problemas intestinais, uma vez que as
bactérias benéficas auxiliam na digestdo e aceleram o transito intestinal, contém uma

variedade de compostos bioativos, incluindo os acidos organicos e os peptideos.

Kefir ¢ uma bebida fermentada, originaria das montanhas do Caucaso, cujo substrato
mais comum ¢ o leite, sua producdo ¢ realizada com a submersao temporaria dos
chamados “graos de kefir" num substrato, como o leite ou 4gua agucarada. No Brasil,

onde a produgdo € caseira, eles sdo oferecidos sem custos.

Nos ultimos anos tem-se aumentado a demanda por alimentos ricos em nutrientes € com
propriedades funcionais que ajudem na preven¢ao de doengas, como resultado um
crescimento no consumo de Kefir devido seus beneficios probidticos. Baseado em
estudos observa-se o aumento crescente prospec¢ao de patentes relacionados ao Kefir
nos ultimos anos em todo o mundo, destacando-se a Suiga e EUA, porém o Brasil esta

incluido nesse crescimento com menor propor¢ao.

Alternativas de substratos estdo sendo inseridos na producdo da bebida Kefir, devido a
quantidades mais elevadas de beneficios a satide. O processo do refino no agucar cristal
resultada na remoc¢ao de uma quantidade de vitaminas e minerais fazendo com que
outros agucares com menor processo obtenha melhores percentuais, tais como: O sabor
e coloragdo do demerara e mascavo ¢ resultado da preservagdo do célcio, o ferro e os
sais minerais, na sua producao, o agticar de coco possui indice glicémico baixo, o

melago ¢ um caldo rico em potassio, calcio, ferro, manganés e proteinas.
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O objetivo do trabalho foi avaliar a viabilidade de elaboracdo de kefir a base de agua
com diferentes substratos fermentativos. A dissertacdo esta apresentada em dois
capitulos, organizados da seguinte forma: Capitulo 1 apresenta revisao bibliografica
contextualizada sobre os temas estudados para desenvolvimento do projeto de
dissertacdo e o Capitulo 2 aborda o estudo da viabilidade de elaboracdo de kefir a base

de 4gua com adi¢do de diferentes substratos (mascavo, demerara, cristal, coco e melago)

em relacdo as andlises (fisico-quimica, microbiologica, acidos acético e latico)

proporcionando a criacdo de novas bebidas com diferentes caracteristicas.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

e Avaliar a viabilidade de elaboragdo de kefir a base de 4gua com diferentes

substratos fermentativos

1.2. Objetivos especificos

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas nas bebidas de Kefir a base de 4agua.
e Avaliar o desenvolvimento dos microrganismos e a produ¢do de acidos orgénicos

como latico e acético nas bebidas de Kefir a base de agua.
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

1. ALIMENTOS FUNCIONAIS: PROBIOTICOS

O conceito de alimentos funcionais surgiu na década de 80 no Japao, e posteriormente
na década de 90 foi definido o termo FOSHU (Foods for Specifed Health Use) para os
alimentos com uso especifico para satide (MAZZA, 2000).

A Portaria n.° 398 de 30 de abril de 1999, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude do Brasil, define como funcional "Todo aquele alimento ou
ingrediente que, além das fung¢des nutricionais basicas, quando consumido como parte da
dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a satde,

devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica" (BRASIL, 1999).

O organismo necessita de diferentes alimentos a cada etapa do seu desenvolvimento desde
a formagdao do embrido a sua fase adulta, e os alimentos funcionais auxiliam esse
desenvolvimento através do seu consumo adequado (VIZZOTTO, M., KROLOW, A.,
TEIXEIRA F., 2010). O potencial benéfico a saude ocorre quando estes alimentos sdo
consumidos como parte de uma alimentacdo variada, de forma regular (PAIVA, 2013).
Os alimentos Funcionais estdo sendo inseridos na alimentacdo para os resultados

benéficos a saude (AGAZZI et. al. 2022, SAFRAID, G. et.al.,2022).

Os alimentos funcionais possuem compostos bioativos capazes de atuar como
moduladores dos processos metabolicos, prevenindo o surgimento precoce de doencas

degenerativas (VIZZOTTO, M., KROLOW, A., TEIXEIRA F., 2010)

O consumo de alimentos funcionais ¢ afetado devido fatores: sociodemograficos devido
a diferentes culturas, idade, fatores determinantes a saude, condigdes financeiras,

qualidade e sabor do alimento (SAFRAID, G. et.al.,2022).

Os alimentos funcionais podem ser utilizados com adi¢ao de outros componentes
bioativos, obtendo-se resultados satisfatorio a saide como antioxidante, fibras
alimentares, microrganismos vivos e outros (BALDISSERA et al., 2011).0s probioticos
sdo microrganismos vivos que beneficiam a saude, pois reduzem doengas

gastrointestinais auxiliando contra colonizagao dos patdégenos e auxiliam ao equilibrio
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da flora intestinal (Khalil, T ez. al, 2022; FERREIRA, A., et.al.2021,
WESCHENFELDER et al., 2011).

De acordo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os probidticos sao:
"microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro" (FAO/OMS, 2002). De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2014), a recomendagao de
consumo de probioticos € baseada na por¢ao diaria de microrganismos viaveis ingerida,

sendo o minimo de 10 a 10° UFC/dia (BRASIL, 2007).

Segundo a defini¢do da Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC 241, 2018) que
Probidtico sao microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano

intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo.

Existem alguns critérios que devem ser atendidos para ser considerado probidticos tais
como: resisténcia ao suco gastrico, a bile e enzimas pancredticas e ter efeito benéfico ao
hospedeiro, producdo de peroxido de hidrogénio e bacterocinas para reducao/exclusao
do crescimento dos patogénicos e formagao balanceada microbiota (FOOKS et al.,
1999; STURMER, 2012. A capacidade de produzir fatores antimicrobianos é umas das
principais a¢cdes de um probidtico para atuagao na inibi¢cdo do crescimento de
microrganismo patogénicos, sendo eles: dcidos, principalmente o latico e o acético,
dioxido de carbono, perdxido de hidrogénio, bacterocinas e peptidios antimicrobianos

(KURITZA L, 2014; ROSA et al., 2016).

Algumas espécies de bactérias que atendem critérios para serem consideradas
probidticas, porém as cepas acido-laticas sao consideradas importantes com relagdo a
nutri¢ao e a alimentacao, as espécies consideradas colonizadoras o Lactobacillus e
Enterococcus spp. ou ndo colonizadoras, de transito intestinal livre, como o Bacillus

spp. € o Saccharomyces cerevisiae (HUYGHEBAERT et al., 2011; KURITZA, 2014).

Existem alguns critérios que devem ser atendidos para ser considerado probidticos tais
como: resisténcia ao suco gastrico, a bile e enzimas pancredticas e ter efeito benéfico ao

hospedeiro (FOOKS et al., 1999; STURMER, 2012).

Os probioticos sao encontrados em diferentes superficies como a mucosa urogenital e
gastrointestinal, também sdo encontrados em alimentos fermentados, como produtos

lacteos (MELLO, F. et. al, 2013). Os lacteos, principalmente iogurtes e leites
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fermentados sdo considerados probidticos, sendo os queijos com menor frequéncia a
utilizagdo, como exemplo: Queijos Minas Frescal, Feta e requeijdo, apesar de suas
vantagens como maior pH e gordura, além de firmeza, proporcionando um ambiente
favoravel para a sobrevivéncia de bactérias probidticas no trato gastrointestinal

(GOMES et al., 2011; KARIMI et al., 2012)

Os probioticos sao um tipo de microorganismos ativos que altera a composicao da flora
trazendo beneficios para o corpo humano, produzindo microorganismos Unicos
propicios a saude ou mistos microrganismo (ZENDEBOODI et al.,2020). A flora
intestinal ¢ um microecossistema complexo, composto por 6-10 categorias de bactérias,
sendo composta 90% por Firmicutes e Bacteroidetes, atua como regulares em
distarbios metabodlicos, metabolismo, sintese de micronutrientes, desintoxicagao, fungao
imunoldgica e funcdo das células epiteliais, protecdo hospedeiro e

obesidade.(KINROSS et al., 2008, ZHANG et al, 2022).

Devido os consumidores ter o conhecimento dos leites fermentados conter
microrganismos viaveis e os reconhecem como benéfico a saude, a industria de
laticinios vem se destacando, aumentando o numero de produtos funcionais, através da
adicao de probiodticos e prebidticos em alimentos como o iogurte e os leites fermentados
no geral (BALLUS et al., 2010; SILVA et al., 2016). O crescimento no mercado de
probidticos vem ocorrendo, a partir de 2016 com um crescimento de 30%, isso equivale

a 32,2 bilhoes de ddlares para o ano de 2017(BARROS, 2021).

O mercado de alimentos funcionais resultou US$ 264 bilhdes em 2013 a América
Latina representa 17% do mercado de alimentos e bebidas funcionais, movimentando
valor proximo a US$ 45 bilhdes, o Brasil gerou US$ 14,6 bilhdes desse total, liderando
a tendéncia de crescimento latino-americano nesse setor (MENDES, T; SANTOS, J.

2021).

De acordo com a base de dados Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do
Brasil, European Patent Office (Espacenet) e World Intellectual Property
Organization(WIPO) observa a evolugdo de patentes entre 2010 a 2016 ( Figura 1), a
distribuicdo dos pedidos de patentes por pais (Figura2), mostrando respectivamente a
Sui¢a com 31 pedidos de patentes, em seguida o EUA com 7 patentes e o Brasil com 5

patentes (MENDES, T; SANTOS, J. 2021).
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Figura 1. Evolucdo anual de depdsitos de patentes dos métodos e produtos probidticos

entre 2010 a 2016.
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Figura 2. Distribui¢cdo dos pedidos de patentes por pais de origem relacionado aos

métodos e produtos de probioticos entre 2010 a 2016.
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Espécies

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei shirota

Lactobacillus casei variedade rhamnosus

Lactobacillus casei variedade defensis

Lactobacillus paracasei

Lactococcus lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie Bifidobacterium. lactis)
Bifidobacterium longum

Enterococcus faecium

Fonte: Brasil, 2014
Tabela 1. Microrganismos oficialmente considerados probidticos no Brasil.

O probiodtico tem agado de sintetizar acido latico o qual reduz o pH intestinal, e dificulta
a proliferacao de patogenos, resultando em uma melhor defesa do organismo contra
infecgoes, o Lactobacillus acidophilus ¢ o componente bioativo mais utilizado
(AURELI et al., 2011). A ANVISA considera 11 microrganismos como probidticos, de
acordo com comprovagoes cientificas, dentre os quais, a maioria corresponde ao género

Lactobacillus.

Baseado em DYSHLYUK, 2021 que realizou uma pesquisa usando cepas de
bifidobacterium e propionibacterium em consorcios probidticos para normalizar o trato
gastrointestinal, sendo avaliado atividade antimicrobiana e antioxidante, bem como a
resisténcia a antibioticos e condi¢des gastrointestinais adversas, obtendo como resultado

satisfatorio e de relevancia para esse fim.

Os probidticos tem capacidade de desintoxicagdo de aflatoxinas (AF) encontrados em
produtos fermentados e TGI de animais. Em estudos realizados pode-se observar
melhora no desempenho produtivo e nos parametros bioquimicos, na diminui¢ao na
gravidade da toxicidade com ingestdo de Lactobacillus ( YASMEEN et. al., 2021).
Aflatoxina (AF) ¢ uma micotoxina produzida por fungos do género Aspergillus em
condig¢des favoraveis de temperatura e umidade, e ¢ comumente encontrada em alguns
alimentos como nozes, amendoins e outras sementes oleosas, incluido o milho,
especiarias e frutas secas. Apresentam alta estabilidade, por isso sdo dificeis de

degradagdo, permanencendo intactas no alimento por um longo periodo (Nerilo et. al.,



19

2020). No organismo, a depender do metabolismo, essas micotoxinas podem causar

cirrose e alguns tipos de carcinoma.

1.10 Kefir

Os graos de kefir sdo uma agregacao de leveduras, acido latico e bactérias do acido
acético que coexistem em simbiose e sao envolvidas por uma matriz de polissacarideos
(ALSAYADI, AZIZI-LALABADI & KHEIROURI, 2014). A fermentacio do Kefir se
realiza através dos lactobacilios, leveduras, bifidobacterias, presentes nos graos do

Kefir, com produgao do acido lactico, etanol e dioxido de carbono (BRASIL, 2007).

O Kefiran ¢ uma matriz de polissacarideos ramificével soluvel em agua que envolve o
grao do Kefir (MIRANDA, PEREIRA,ARAUIJO, 2014 ; SANTOS, F. et al., 2015). O
Grao do Kefir ¢ constituido de vitaminas do complexo B (biotina, niacina, acido
pantoténico, piridoxina, acido folico e B12) e vitamina K, leveduras, célcio,
carboidratos, gordura, fosforo, magnésio, aminodcidos e varias culturas bacterianas e

leveduras CAETANO, MONTANHINI, 2014; ALMEIDA, F. A. et al., 2011)

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2007), define kefir como: Leite fermentado, adicionado ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagula¢do e diminuicao do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, cuja fermentacao se realiza com cultivos
de acido-lacticos elaborados com graos de Kefir, Lactobacillus kefir , espécies dos
géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com produgdo de acido lactico, etanol

e didxido de carbono.

O processo fermentativo gera uma série de compostos que conferem sabor e aroma
caracteristicos ao kefir, além de substancias bioativas, responsaveis por propriedades
nutracéuticas (AHMED et al., 2013). A producao do Kefir necessita de um controle de
tempo de fermentacdo, quantidade do grao utilizado e temperatura aplicada, para
obten¢do de uma bebida de qualidade (TAVARES et al., 2018; SOUZA & da SILVA,
2017).

O kefir encontra-se distribuido em produgao artesanal nos mais diversos locais do
mundo (FARNWORTH, 2005). No Brasil, o Kefir ¢ produzido em escala familiar e
para consumo proprio. (FERREIRA, 2021).0 Kefir de 4gua ¢ chamado de Kefir
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acucarado devido a fermentacdo ser feita a partir de solugcdes com sacarose ou frutas, ou

seja, trata-se de Kefir isento de leite (RANDAZZO et al.,2016).

A origem do grao, métodos e substratos utilizados interferem diretamente nos
microrganismos presentes no grao do Kefir (GRONNEVIK, FALSTAD E NARVHUS,
2011).0s graos de kefir apresentam consisténcia gelatinosa, forma irregular e tamanho
de 3 a 35 mm de didmetro. (SANTOS et al., 2012). O crescimento didrio médio do grao
em leite ¢ de 5% e de dgua 45%, o processo de lavagem, agitagdo no frasco durante o
processo de fermentacdo e prensa do grao na peneira, sdo fatores que interferem

diretamente o crescimento do grao. (SANTOS, 2013).

O kefir agucarado ¢ uma bebida fermentada obtida pela adicao de graos de kefir
acucarados que agem como indculo a uma mistura de diferentes substratos ao invés de
agua, sacarose ou agucar, enquanto o kefir de leite tradicional ¢ obtido com a
fermentagdo do leite utilizando graos de kefir; na producao industrial de kefir, com

cultivo de microrganismos obtidos de graos (ACIK et.al., 2020).

Graos de kefir agucarados e graos de kefir de leite sdo semelhantes em termos de
conteudo estrutural e de microorganismos. No entanto, diferentes tipos de estrutura ou
componentes de carbono, que sdo a fonte de energia dos substratos, podem ser eficazes

no crescimento microbiano (Tomar et al., 2020).

A Producao da bebida kefir a base de leite pasteurizado e 4gua com agticar mascavo,
conforme apresentado na Figura 3, ndo diferem muito na producao de leite. Apos a
pesagem os graos sao adicionados a agua com um substrato ou adicionado ao leite,
posteriormente ¢ realizada a fermentacdo em temperatura ambiente no periodo
estabelecido pelo processo, sendo na figura 3 no periodo de 18-20h, sendo realizadas as
analises no tempo Oh e nos tempos marcos pela producao para comparagao. Apds o
tempo de fermentagdo ¢ realizada a filtragem para separacao dos graos da bebida, logo
apos ¢ realizada a maturagdo da bebida no periodo de 24h e a conservagdo com maior

durabilidade ¢ através da refrigeracao.

Na Figura 1 Produgdo da bebida kefir a base de leite pasteurizado e 4gua com acgucar

mascavo.
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Figura 3- Fluxograma de producdo de bebida kefir

A bebida Kefir no decorrer dos anos vem se tornando uma alternativa com fungao
probidtica com valor nutricional, atendendo dietas a base de plantas veganas e sem
lactose, isso resulta em estudos que realizem pesquisas para novas bebidas com esse fim
(ACIK et.al., 2020, MORETTI et al., 2022). Realizada uma pesquisa de preferéncia do
consumo da bebida de Kefir, obtendo como maior resultado uma bebida acrescida de
frutas ou adogado com agucar, agicar mascavo ou mel, amenizando a sensagao acida e

facilitando seu consumo (IRMAO, COSTA. 2018).

De acordo com Tavares et al 2021, que realizou estudo com bebidas de kefir de baixa
caloria e a base de frutas adocada com estevia e outra com agucar mascavo, fazendo
uma comparag¢ao entre as bebidas em relagdo as andlises, aceitagcdo sensorial e inten¢ao
de compra, obtendo como resultado potencial probiotico em ambas bebidas, em

decorréncia das suas bactérias lacticas e contagem de leveduras. Devido a boa aceitacao
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sensorial e resultados das analises satisfatorios, conclui-se a possibilidade de

desenvolver bebidas de kefir de baixa caloria e a base de frutas.

Baseado na pesquisa de SOUSA, 2022 na substitui¢do do leite, foi elaborado uma
bebida a base de extrato hidrossoluvel de castanha de caju (WCNE), fermentado com a
cepa probidtica Lactobacillus paracasei, o tempo e a temperatura de fermentagdo da
analise foram constantes em todas as combinagdes, os experimentos foram realizados
em triplicata, apds a inoculagdo, os extratos foram incubados a 35°C e fermentados por
6 horas. Em seguida, o WCNE foi armazenado sob refrigeragdo a 4 °C £ 2 para
posterior andlise. Obteve-se um resultado positivo a concentragcdo de castanha de caju
influenciando significativamente (P < 0,05) em todos os parametros fisico-quimicos e
atributos sensoriais do WCNE fermentado, demonstrando-se como fator determinante

para a qualidade nutricional do produto.

Avaliagao do estudo de Tavares et al 2018, foi o desenvolvimento de uma bebida Kefir
a base de cereias com adi¢ao de quinoa (Chenopodium quinoa) e saborizada com cacau
em po (Theobroma cacao), obtendo um produto positivo devido aceitacao da analise
sensorial e pela obteng¢ao da populagdo microbiana, conforme tabela 2, identificada nas
analises realizadas no estudo. A microbiota da bebida foi analisada, e 10 bactérias
(Lactobacillus paracasei, Lactobacillus parabuchneri, Lactobacillus Kefiri,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei,
Leuconostoc citreum, Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans, Lactobacillus buchneri e
Acetobacter lavaniensis) e 4 leveduras (Saccharomyces cerevisiae, kluyveromyces
lactis, lachancea meyersii, kazachtania aerobia) foram identificadas usando analise

PCR-DGGE.
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MICRO-ORGANISMO IDENTIDADE
(%)

Bactérias

Lactobacillus paracasei 98
Lactobacillus parabuchneri 99
Lactobacillus Kefiri 99
Lactobacillus lactis 99
Lactobacillus casei 99
Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei 99
Leuconostoc citreum 99
Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans 98
Lactobacillus buchneri 99
Acetobacter lavaniensis 98
Leveduras

Saccharomyces cerevisiae 100
kluyveromyces lactis 99
lachancea meyersii 99
kazachtania aerdbia 99

Fonte TAVARES et al, 2018

Tabela 2 - Comunidade microbiana dos graos de kefir e bebida fermentada kefir de quinoa com

cacau, identificada por PCR-DGGE.

Ampliando as alternativas de utilizagao de graos do Kefir, uma babida a base de pitaia
vermelha e polpa de maga foi desenvolvida . As bebidas foram armazenadas a 7°C por
28 dias, sendo realizadas analises a cada 7 dias, foram realizadas analises de bactérias,
pH, acidez, s6lidos soluveis totais, como resultado foi aumento da capacidade de
antioxidante, redugdes na atividade bioativo e identificados em maiores quantidades as
espécies de leveduras e bactérias Brettanomyces bruxellensis e Liquorilactobacillus
satsumensis, dessa forma resulta em favoravel a producao e consumo dessa bebida (

BUENO et. al., 2021)

Baseado no estudo de elaboracao de um Petit Suisse a base de kefir aromatizado com
nibs e mel de cacau, sendo uma alternativa de sobremesa mais saudavel devido valores
nutricionais obtidos através das andlises fisico-quimicos, microbioldgicos e boa
aceitacdo na andlise sensorial, tendo como destaque na fermentagao o aumento das
bactérias laticas que tem como importancia o sabor e inibi¢do dos patogénicos

(AGAZZI et. al. 2022)
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Recentemente, Batista et al., (2021) relataram que a ingestao de kefir pode fortalecer o
DNA contra agentes degenerativos, como os que causam o Alzheimer. A composi¢do da
microbiota foi sequenciada, e a sobrevida de células neuroldgicas de modelo
(Drosophila melanogaster ) foi aumentada. Assim, os autores mostraram a relacao
benéfica entre a ingestao da bebida Kefir e a queda da degeneracdo celular ligada ao
Alzheimer. O Kefir é um psicobidtico, que sdo microrganismos probioticos que através
do eixo intestino-cérebro atuam no equilibrio microbiano intestinal e disturbios
psiquiatricos como: ansiedade, depressao, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson,

transtorno do espectro do Autismo e Tourette (MAGALHAES- GUEDES et. al. 2020).

O kefir auxilia no sistema imunologico e no trato digestivo/gastrointestinal diminuindo
o colesterol, alergias, cicatrizagao de feridas, prevenindo a intolerancia a lactose
causando efeitos antimutagénicos, anticancerigenos e antimicrobianos na satide humana
(LIM et.al., 2019). A microflora do Kefir possui muitos microrganismos que favorecem
na microbiota intestinal, efeitos antibacterianos, imunologicos, antitumorais,
anticancerigenos e hipocolesterolémicos e atividade de B-galactosidase. (ARSLAN
2015). Através dos microrganismos existentes no Kefir resulta na inibi¢ao do
crescimento das bactérias patogénicas na mucosa intestinal (KIM et.al., 2019, COSTA

et. al., 2022).

O Kefir ¢ um dos principais produtos probidticos na industria de laticinios. O Kefir ¢
uma bebida probidtica natural, produzida a partir de graos de Kefir (MATOS et. al.,
2020). Sao poucos produtos probioticos que sao utilizados na industria avicola para
melhora de peso e crescimento da espécie, porém o Kefir devido seus resultados esta

sendo implementado para esse fim (CETINGUL et. a/, 2019).

Conforme AGAZZI et. al. 2022, o aumento do consumo de Kefir estad em proje¢ao
baseado ao resultado de 50% de consumidores, preocupados com alimentacao saudavel,
certamente compraria a bebida. Consumidores relataram consumir a bebida, com base

nos dados dos amplos efeitos beneficios a satde.
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2. SUBSTRATOS ORGANICOS

Nos ultimos anos esta ocorrendo a utilizacao de novos substratos alternativos, formando
bebidas fermentadas inovadoras e com valor agregado resultando em bebidas com alto

valor nutricional (MORETTI et a/, 2020).

Devido a necessidade do consumidor pela busca de uma alimentagdo com menor
ingestao de acucar, se faz necessario elaboracdo de bebidas com produtos similares mais
saudaveis, porém com o desafio de preservacao das propriedades do produto como
textura, cor, sabor e prazo de validade (SUAREZ et. al., 2021). Os agucares devido ao
processamento obtém-se uma melhora visual, porém pode ocorrer alteragdo nos valores

nutricional (IQPAL et. al., 2017).

A cultura do kefir pode ser realizada em ambiente agucarado e fermentado, aquoso,
leitoso ou com suco de frutas (Machado ef al 2014). O tipo do substrato e do grao do
Kefir influencia diretamente a microbiota das bebidas de Kefir de 4gua, essas diferencas
estdo relacionadas as espécies encontradas em cada tipo de grao e aos nutrientes

disponiveis nos substratos ( HSIEH et. al, 2012)

Os microrganismos presentes nos graos de Kefir de 4gua possuem alta capacidade de se
adaptarem a diferentes substratos, a bebida pode ser produzida a partir de uma grande

variedade de fontes de actcar (Bueno et al., 2021). O uso de substratos alternativos leva
a produgao de bebidas funcionais com diferentes compostos metabdlicos, portanto, com
diferentes caracteristicas sensoriais € com diferentes propriedades bioldgicas ( Fiorda et

al., 2017).

Os agucares sdo obtidos a partir de culturas de cana-de-acucar e beterraba, sendo o
acucar bruto (agucar mascavo), que ¢ um agtcar sacarose com coloracdo marrom devido
a presenca do melaco, que é um agucar nao refinado ou parcialmente refinado (IQPAL
et. al., 2017). O agucar mascavo € composto por glicose, frutose e sacarose, além de
outros componentes como proteinas, solidos insoltiveis € um grupo de minerais (K, Ca,

P, Mg, Na, Fe, Mn, Zn e Cu).

O agtcar de coco, extraido da flor do coco (Cocos nucifera L.), sendo rico em proteinas,
minerais, antioxidantes e vitaminas, contém 80% de sacarose,3% de glicose e 7% de
frutose, com baixo indice glicémico, quando em relagdo aos agucares refinados (

WRAGE et.al.,, 2019; SUAREZ et. al., 2021).
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O estudo de BARROS et.al., 2019 & SUAREZ et.al. 2021, foram utilizados alguns
parametros de compara¢ao de uma geleia adicionado diferentes substratos (cristal,
mascavo e demerara). No resultado de BARROS observou que os altos teores de solidos
soluveis totais (SST), associados aos baixos teores de agua e de pH, asseguram a
estabilidade microbiologica do produto independentemente do tipo do substrato. De
acordo com SUAREZ as geleias analisadas em diferentes substratos ndo afetam a
elasticidade do produto, sendo assim a viabilidade da produ¢do de uma geleia com um

substrato mais saudavel.

Baseado no estudo ALVES et. al., 2021, de viabilidade dos micro-organismos de kefir
de agua, verifica-se a o favorecimento do substrato de coco em relacao as LAB’s e
leveduras analisados, sendo as espécies que tiveram o maior percentual foram
Lactobacillus uvarum e Lactobacillus mali para bactérias epara leveduras as

Lasiodiplodia brasiliensis e Saccharomyces cerevisiae
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RESUMO

Kefir ¢ uma bebida fermentada desenvolvida através de inoculagao de graos de kefir
em determinado substrato fermentativo. O agucar mascavo ¢ conhecido como
substrato mais comum para preparacao de kefir de agua. Por outro lado, hé escassez
de estudos que avaliem a influéncia da aplicacao de diferentes agicares, comumente
comercializados, na producao de bebida kefir. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a fermentacdo de graos de kefir em distintas solugdes contendo acgucares
mascavo, demerara, cristal, de coco e melaco de cana. Os substratos fermentativos
foram desenvolvidos considerando uma propor¢do de 10% do respectivo agucar
dissolvido em 4gua, com inoculagdo de 10% de graos de kefir, a fermentar por um
periodo de 48 horas em temperatura ambiente. Foram realizadas analises de pH,
acidez, solidos soluveis, acidos latico e acético, contagens de bactérias acido-laticas
e leveduras, além de pesagem dos graos nos tempos Oh, 24h e 48h. O melago de cana
apresentou um processo fermentativo mais intenso, verificado pela maior producdo
de 4cidos organicos e multiplicacao de microrganismos. Suas contagens de bactérias
acido-laticas e leveduras foram as maiores ao fim da fermentagao, de 7,46 e 7,49 log
CFU/mL, respectivamente, indicando potencial probidtico. Por outro lado, o acucar
cristal resultou em fermentagdo mais discreta, com a menor contagem de bactérias
acido-laticas (6,87 log CFU/mL no tempo 48h). De forma geral, os resultados
indicam potencial de aplicabilidade das fontes alternativas de agucares no
desenvolvimento de bebidas kefir com caracteristicas fisico-quimica e

microbioldgicas distintas entre si.

Palavras-chave: : melago, mascavo, kefir ndo-lacteo, bactérias acido-laticas,

leveduras, acido latico.
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ABSTRACT

Kefir is a fermented beverage developed by inoculating kefir grains into a given
fermentative substrate. Brown sugar is known as the most common substrate for the
preparation of water kefir. The present study aimed to evaluate the fermentation of kefir
grains in different solutions containing brown, demerara, crystal, coconut and sugarcane
molasses sugars. The fermentative substrates were developed considering a proportion of
10% of the respective sugar dissolved in water, with inoculation of 10% of kefir grains,
to ferment for a period of 48 hours at room temperature. Analyses of pH, acidity, soluble
solids, lactic and acetic acids, counts of lactic acid bacteria and yeasts were performed,
as well as weighing of grains at Oh, 24h and 48h times. Their counts of lactic acid bacteria
and yeasts were the highest at the end of fermentation, of 7.46 and 7.49 log CFU/mL,
respectively, indicating probiotic potential. On the other hand, crystal sugar resulted in
more discrete fermentation, with the lowest count of lactic acid bacteria (6.87 log
CFU/mL in 48h time). In general, the results indicate potential applicability of alternative
sources of sugars in the development of kefir beverages with different physicochemical
and microbiological characteristics.

Keywords: molasses, brown, non-dairy kefir, lactic acid bacteria, yeasts, lactic acid.
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1. INTRODUCAO

O kefir ¢ uma bebida de origem na regido das montanhas do Caucaso, limite entre Europa
e Asia (ALMEIDA et al., 2011). O kefir pode ser considerado como uma bebida
probidtica por conter microrganismos que auxiliam na manutencdo de uma microbiota
intestinal saudavel (TAVARES et al., 2021) e seu consumo apresenta diversos efeitos
positivos na saude humana, tais como: controle do colesterol e glicemia, potencial anti-
hipertensivo e anti-inflamatorio, dentre outros (ROSA et al., 2017). O kefir de agua ¢é o
grao de kefir cultivado em solucdo contendo acucar e agua (MIGUEL et al., 2011). Dessa
forma, trata-se de bebida probidtica isenta de leite (RANDAZZO et al., 2016).

O grao de kefir ¢ formado por microrganismos que desenvolvem o processo fermentativo
na presenca de fontes energéticas, como sacarose (WALSH, et al., 2016). Trata-se de
jungdo de bactérias acido-laticas, acido-acéticas, leveduras e fungos filamentosos
(TOMISLAYV et al., 2013; AGAZZI et al 2022). As bactérias mais comuns sio:
Lactobacillus, Bifidobacterium, Oenococcus, Lactococcus, Streptococcus e Leuconostoc.
Quanto as leveduras, o género Saccharomyces ¢ o mais predominante (KUMAR et al.,
2021). As fermentagdes resultantes do metabolismo dos microrganismos do kefir, como
alcoolica, latica e acética, sdo capazes de gerar uma bebida rica em éacidos, como latico e
acético, além de outros metabolitos, tais como etanol, gas carbonico, vitamina B12 e
polissacarideos. Essas substancias sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais unicas
do kefir (WESCHENFELDER et al., 2011).

A sacarose ¢ o principal substrato fornecido para a fermentagdo do kefir de agua
(PLETSCH; RAAB, 2018). Diversas sdo as fontes de sacarose no mercado de alimentos.
Como exemplos: o agucar de coco, obtido através da seiva do coqueiro (PRIJONO;
RACHMATIKA, 2019); o melago de cana, subproduto da industria processadora da cana-
de-acticar (LUO et al., 2018); acticar refinado de cana e suas versdes com menor processo
de refino (demerara e mascavo) (MOHAN; SINGH, 2020). O agticar mascavo ¢ a fonte
energética mais comum no desenvolvimento de kefir de agua (BORGUINI; TORRES,
2006; BETTANI et al., 2014; TAVARES et al., 2018), por outro lado, o uso de outras
fontes de carboidrato pode ser capaz de gerar bebidas com caracteristicas unicas. De
acordo com Silva et al. (2009), acucares refinados e ndo refinados podem afetar
diferentemente a microbiota do kefir, dessa forma, produzindo bebidas com acidez e

concentracdo de microrganismos e metabdlitos variadas. Sendo assim, o objetivo do
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presente estudo foi desenvolver bebidas kefir com diferentes substratos fermentativos,

avaliando o processo fermentativo através de andlises fisico-quimicas e microbioldgicas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Melaco, acucar de coco, acucar mascavo, agucar cristal e acucar demerara foram
comprados no mercado local de Salvador, Bahia, Brasil. Os grdos de kefir foram

doados pela Universidade Federal do Reconcavo Baiano (UFRB).

2.2 METODOS

2.2.1 Preparo dos substratos e fermentacio

Preparou-se cinco substratos distintos, cada um contendo 280 mL &gua deionizada
e 35 g de seu respectivo tipo de agtcar (cristal, de coco, demerara, mascavo, melago de
cana). Acrescentou-se 35 g de grdos de kefir de 4gua ao substrato, o que representou um
volume de 10% do conteudo total. A fermentacdo ocorreu durante um periodo de 48
horas, em temperatura ocorreu em temperatura ambiente, no Laboratorio de Analise
Sensorial da Faculdade de Farmacia da UFBA, em frascos de vidro de 500ml,
destampados e com suas aberturas protegidas com tecido poroso para proteger de entrada
de vetores e ndo comprometer a passagem de ar. A temperatura foi acompanhada com

uso de termometro digital a prova d'agua (AKO0S - AKSO).
2.2.2 Analise da Cinética de Fermentacao

Para as andlises fisico-quimicas, usou-se como base a metodologia da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC). (2019). Official methods of analysis of AOAC
international. (21st ed.). Gaithersburg: AOAC International. Para as andlises
microbiologicas, usou-se American Public Health Association (APHA). (2015).
Compendium of methods for the microbiological examination of foods. (5th ed.).

Washington: APHA Press.

As Analises realizadas foram:
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pH: A andlise do pH foi determinado por potenciometria direta, através do pHmetro

digital (modelo K39-1014B, Kasvi).

Brix: A determinagao de solidos soltuveis foi realizada por refratometria digital através
da medida do °Brix, em refratometro (modelo DR 201-95, Kruss). com escala 0 a 32

°Brix.

Acidez titulavel: Foram pipetadas 10 ml das amostras de kefir transferidas para um frasco
Erlenmeyer adicionando-se 50 ml de 4gua, 3 gotas da solugdo de fenolftaleina. A titulagdo

foi realizada com solug@o de hidroxido de sédio 0,1 N, até atingir a coloragdo rosea.

Contagem de bactérias acido-laticas e leveduras: Para contagem de bactérias utilizou
o meio MRS (Man Rogosa Sharpe) suplementado com 100mg/L de cicloheximida e para
contagem de leveduras, utilizou-se o meio Agar Saboraud suplementado com 50mg/L de
cloranfenicol. Realizou-se diluigdes seriadas das amostras de 10-3, 10-4 e 10-5 para
ambas as andlises, com posterior plaqueamento em superficie, de acordo com a APHA

(2015).

Acidos lactico e acético: Foram identificados e quantificados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (Series 200, Perkin Elmer) usando uma coluna de polypore H de 220
mm x 4,6 mm x 10 pum (Perkin Elmer), volume de injecdo: 10 pL, detector Uv-Vis a
220nm, fluxo: 0,8 mL / min e fase movel: agua ultrapura acidificada com H2SO4 a pH
2,0. Os picos correspondentes a cada acido foram identificados a partir dos tempos de

reten¢do de acordo com os padroes.

Estatistica: Os resultados foram avaliados utilizando-se anélise de variancia (ANOVA).
Todas as analises foram realizadas em triplicata e o teste de Tukey (p < 0,05) foi aplicado
para as comparacdes das médias. Um heatmap clusterizado foi elaborado no aplicativo
ClustVis Webtool, com distancia de clusteriza¢do euclidiana e algoritmo ward como

método de clustering.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados encontrados para os parametros de solidos solaveis
totais (BRIX), pH e acidez dos diferentes substratos fermentativos de kefir. Quanto aos
solidos soluveis, de forma geral, houve reducdo discreta de seus valores ao longo do

periodo analisado, o que ¢ justificado pelo metabolismo dos microrganismos, capazes de
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utilizar os agucares presentes no meio e converté-los em metabolitos, como os acidos
acético e lactico. Por sua vez, a maior presenca de acidos no meio ¢ capaz de reduzir o
pH e aumentar sua acidez. Tavares et al. (2018) e Agazzi et al (2022) relataram que a
producado de 4cido durante a fermentacao do kefir ¢ de grande importancia, devido ao seu
efeito inibitdrio tanto na deterioragdo do produto quanto na presenca de microrganismos

patogenos.



°Brix pH Acidez (% m/v)
Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Demerara 10,47°4+0,11  10,37°2+0,05 10,83%8+0,05 3,23¢+0,04  3,11°®+£0,01  2,87°4+0,01  0,29°°+0,05  1,22B+0,02  1,959%+0,02
Melaco 8,17¢4+0,05 7,809B+0,1 7,38+0,02 4,17°¢£0,01  3,17°B+0,01  2,79%+0,01  1,01°+0,01  2,87B+0,11  6,48%+0,02
Mascavo  10,0394+0,05  9,683+0,02 9,47°B£0,05 4,25%40,02  3,48'5+£0,08  3,01°4+0,00  0,47°¢+0,05  2,56°2+0,03  4,61°4+0,02
Cristal 10,80%4+£0,05  10,73*AB£0,05  11,10*4B+0,30  3,159¢+0,02  3,009%+0,02  2,80*+0,01  0,20°+0,05  1,21°Bx0,01  1,61°4+0,01
Coco 10,27°4+0,05  9,77°B+0,05 8,60°B£0,10 4,15°¢£0,01  4,008:0,01  3,74*4+0,01  0,43°¢:0,05  2,758+£0,08  4,90°2+0,08

Tabela 1: Analises fisico-quimicas realizadas em bebidas kefir com diferentes substratos fermentativos.!

! Os resultados nos tempos Oh, 24h e 48h sio apresentados sob forma de média + desvio padrdo. Letras minusculas iguais no mesmo tempo de fermentagdo
indicam que ndo ha diferenca estatistica para distintas amostras. Letras maitisculas iguais nos distintos tempos de fermentagdo indicam que nao ha diferenca
estatistica para a mesma amostra.
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O substrato contendo agticar de coco apresentou redu¢do mais significativa de seus
solidos soluveis totais. Alves et al. (2021) também verificaram redug¢ao significativa para
esse parametro em kefir de 4gua desenvolvido com actcar de coco e inulina. Para o pH e
a acidez das bebidas ¢ possivel verificar relagao inversa, onde, na medida em que o pH
reduziu, a acidez aumentou durante a fermentacdo. O melago como substrato
fermentativo resultou em uma redu¢do de pH mais intensa. J& sua acidez tituldvel
apresentou o aumento mais significativo, em comparagdo com os demais substratos. A
maior intensidade do processo fermentativo no melago pode se justificar pelo seu maior
teor de glicose (CHOTINEERANAT et al.,, 2010), em comparagdo com as demais
amostras (SEGUI et al., 2015; LUO et al., 2018). De acordo com Laureys ¢ De Vuyst
(2017), a glicose ¢ o substrato preferido durante a fermentagdo do kefir de agua,

justificando os resultados encontrados para o presente estudo.

A Figura 1 indica as contagens de bactérias acido-laticas e leveduras ao longo do processo
fermentativo do kefir. O padrao de crescimento microbiano reflete a dinamica de
fermentagdo em relacdo a utilizagdo de substrato e producdo de metabolitos durante a
fermentagdo (TU et al., 2019). Percebe-se que os substratos desenvolvidos com melaco e
acucar mascavo obtiveram contagens de microrganismos estatisticamente maiores que 0s
demais. Por outro lado, para a contagem de bactérias (Figura 1a), os aglcares cristal e
demerara resultaram em substratos com menor potencial de crescimento, enquanto, para
as leveduras (Figura 1b), o substrato com agucar de coco apresentou valores inferiores.
De acordo com Lynch et al. (2021), um pH inicial baixo pode se associar com um
comprometimento do processo fermentativo, como no caso das bebidas desenvolvidas
com agucar demerara e cristal, que apresentaram pH de 3,23 e 3,15, respectivamente, e

obtiveram valores reduzidos de contagens de microrganismos
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Figura 1: Comportamento das bactérias acido-laticas (a) e leveduras (b)?
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Fonte: autoria propria, 2022.

Em estudo, Tu et al. (2019) verificaram crescimento de microrganismos no kefir de dgua
para valores acima de 7,00 logUFC/mL para bactérias lacticas e leveduras. No presente
estudo, resultados semelhantes foram encontrados, onde, apenas as amostras produzidas
com demerara e cristal ndo apresentaram contagens acima de 7,00 (para BAL) apds o fim

do processo fermentativo. Isto indica que as contagens encontradas, de forma geral,

2 Figura 1 — Comportamento das bactérias acido-laticas (a) ¢ leveduras (b) durante o processo de
fermentagdo de graos de kefir em distintos substratos fermentativos. Os asteriscos indicam grupos
sem diferenga estatistica (*, ** ou ***), de acordo com o teste de Tukey realizado para os
resultados no tempo 48h.
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estariam dentro da recomendagdo para que as bebidas sejam consideradas como

potencialmente probidticas (MINELLI; BENINI, 2008; TAVARES et al., 2021).

Em relag@o aos microrganismos do kefir, estudo prévio realizou analise PCR-DGGE com
os mesmos graos utilizados no presente trabalho (TAVARES et al., 2018) (Tabela 2) e
foram encontradas bactérias do género Lactobacillus, Leuconostoc, Acetobacter, além
das leveduras Saccharomyces, Kluvyeromyces, Lachancea e Kazachstania. As bactérias
do género Lactobacillus apresentam atividade probidtica comprovada, principalmente,
pela sua capacidade de auxiliar na imunidade corporal e na defesa contra microrganismos
patogenos (CORTHESY; GASKINS; MERCENIER, 2007). Especificamente,
Lactobacillus kefiri produz vitaminas durante a fermentacao, sendo capaz de enriquecer
o fermentado nutricionalmente (MAGALHAES-GUEDES et al,, 2020). Quanto as
leveduras, Saccharomyces cerevisiae também apresenta potencial imunomodulador, por
estimular a resposta proliferativa especifica de linfocitos T e possui atividade

antibacteriana (FAKRUDDIN; HOSSAIN; AHMED, 2017).

Tabela 2: Microrganismos presentes no grao de kefir utilizado para fermentagao de

substratos alternativos

Espécies

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei subespécie paracasei
Lactobacillus paracasei subespécie tolerans
Lactobacillus lactis

Lactobacillus parabuchneri

Lactobacillus kefiri

Leuconostoc citreum

Lactobacillus buchneri

Acetobacter lovaniensis

Saccharomyces cerevisiae

Kluyveromyces lactis

Lachancea meyersii

Kazachstania aerobia

Fonte: TAVARES et al., 2018.

A Figura 2 trata da producao de acidos organicos pelos microrganismos do kefir

durante o processo fermentativo. Corroborando com os resultados encontrados na Figura
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1, percebe-se que, por conta do maior niimero de microrganismos nos substratos
fermentados com melago e actcar mascavo, ¢ possivel verificar neles também maior
presenca de acidos latico e acético. De acordo com Viana et al. (2017), os acidos
organicos sdo metabolitos dos graos de kefir. A presenca deles, portanto, ¢ esperada, e
produzem efeitos de interesse no produto, como inibi¢do da proliferagdo de patogenos,
além do sabor proprio da bebida fermentada (AGAZZI et al., 2022; VIANA et al., 2017).
Os resultados para acido latico se aproximaram dos apresentados por Destro et al. (2019),
de 0,78 g/L para kefir elaborado com aclicar mascavo e jabuticaba. Por outro lado,
Magalhdes et al. (2010), verificaram valores maiores de acido acético ao fim da
fermentagdo de kefir de dgua brasileiro tradicional, o que pode indicar menor intensidade
de metabolismo das bactérias acido-acéticas no processo de produgdo das bebidas do
presente estudo. De acordo com Puerari, Magalhdes e Schwan (2012), a maior
concentragdo de 4cidos organicos pode ser um fator que comprometa a aceitacio sensorial
de bebida kefir, pela tendéncia a um paladar mais inclinado ao gosto doce, em detrimento
da acidez. No caso do presente estudo, as bebidas desenvolvidas com agtucar cristal e
demerara podem apresentar maior aceitacdo do mercado consumidor por conta dos

menores valores de acidos.
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Figura 2 Comportamento dos 4cidos acético (a) e latico (b)?
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Fonte: autoria propria, 2022.

Quanto a biomassa de graos de kefir, a Figura 3 trata do seu comportamento em
diferentes substratos fermentativos. Estatisticamente, as bebidas kefir fermentadas com
melago, actcar de coco e mascavo apresentaram maior massa de graos. Por outro lado,
demerara e cristal estimularam um menor crescimento da biomassa de kefir ao fim do
processo fermentativo. Os graos fermentados no meio contendo melago apresentaram o
maior percentual de crescimento (19,15%) em 48h. Dessa forma, com o intuito de
producdo de biomassa, esse substrato obteve melhores resultados. Ja os graos em meio

3 Figura 2. Comportamento dos acidos acético (a) e latico (b) durante o processo de fermentagdo
de graos de kefir em distintos substratos fermentativos. Letras mintisculas iguais no mesmo tempo
de fermentacdo indicam que ndo ha diferenca estatistica para as distintas amostras. Letras
maiusculas iguais nos distintos tempos de fermentaggo indicam que ndo ha diferenca estatistica
para a mesma amostra, de acordo com o teste de Tukey.
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de agticar cristal aumentaram apenas em 5,71% do seu peso inicial. Uma possivel
explicagdo para isso ¢ que os microrganismos do kefir apresentam seu metabolismo
comprometido na presenca de acucares refinados, talvez por apresentaram carateristicas
deletérias, como um pH baixo (CEVIK et al., 2019).

Figura 3 Crescimento da biomassa de graos de kefir*
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Fonte: autoria propria, 2022.

O agrupamento da analise estatistica multivariada sob forma de Heatmap esta
apresentado na Figura 4. A andlise foi realizada considerando os parametros fisico-
quimicos e microbioldgicos das bebidas fermentadas, de acordo com o tipo de agucar
utilizado e o tempo de fermentag¢dao. Pode-se observar a formagao de 2 clusters maiores
entre as andlises. O primeiro cluster, a esquerda, se subdivide em: pH; °Brix; Acidos
latico e acético. O cluster a direita se subdivide em Acidez; Bactérias acido-laticas e
Leveduras. Quanto as amostras, percebe-se que estdo em maior grau de subdivisdo. Ha
uma divisao inicial em 2 clusters maiores. O cluster abaixo apresenta as amostras coco

24h e mascavo 24h e melago 48h. Essas bebidas apresentaram caracteristicas

4 Figura 3. Crescimento da biomassa de grios de kefir durante o processo de fermentagio em
distintos substratos fermentativos. Os asteriscos indicam grupos sem diferenca estatistica (*, **
ou ***) de acordo com o teste de Tukey realizado para os resultados no tempo 48h.
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semelhantes, em geral, com altas contagens de bactérias 4cido-laticas e fermentagao mais
intensa. Em contrapartida, as bebidas contendo acucar cristal e demerara também
formaram clusters entre si, indicando que sdo semelhantes por conta do processo
fermentativo menos perceptivel, além de contagens menores de microrganismos, sendo

menos indicadas para o desenvolvimento das bebidas kefir.

Figura 4: Analise multivariada sob forma de Heatmap dos parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos das bebidas kefir fermentadas em diferentes substratos.

Fonte: autoria propria, 2022.
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3 CONCLUSAO

Em termos gerais, os agucares avaliados no presente estudo resultaram em bons substratos
para desenvolvimento de novas bebidas kefir. As bactérias acido-laticas e leveduras
foram capazes de se multiplicarem de forma aceitavel, gerando bebidas com potencial
probiodtico e de caracteristicas distintas entre si. Os substratos contendo melaco de cana e
aclicar mascavo apresentaram processos fermentativos mais intensos, verificados através

de maior contagem de microrganismos e producao de &cidos organicos. Isto pode ser
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explicado por serem aglicares com caracteristicas intrinsecas mais interessantes. Por outro
lado, os substratos contendo acucares cristal e demerara ocasionaram uma fermentagao
mais discreta. Novos estudos sao necessarios de forma a avaliar a influéncia desses novos

substratos na aceitacao sensorial das bebidas kefir.
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