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RESUMO

Autilizagdo de extratos hidrossoluveis de vegetais (“leites vegetais™), tem se tornado uma opgao viavel de substrato
nao lacteo para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios, como na produgio de bebidas fermentadas de
kefir. Além de se destacarem por nio conterem ingredientes de origem animal, auxiliam em fatores fisiologicos
como a intolerancia a lactose e/ou alergia a proteina do leite e, também como opg¢do alimentar para vegetarianos
¢/ou veganos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma bebida vegana fermentada
com graos de kefir de dgua no substrato de extrato vegetal hidrossoluvel de coco (EVHC), com adigdo de inulina.
Os grios de kefir de agua (5% m/m) foram adaptados no substrato do EVHC com diferentes concentragdes de
inulina, goma xantana e aguicar de coco em temperatura de 25 + 1 °C. As formulagdes das bebidas fermentadas
foram determinadas por meio de um delincamento composto central (DCC) 27, totalizando 11 ensaios (F1 a F11).
As variaveis independentes do DCC foram concentragdes de agticar de coco (2,0; 6,0 ¢ 10,0%); inulina (2,0; 2,5 ¢
3,0%) e goma xantana (0,0; 0,13 ¢ 0,26%) e as variaveis dependentes foram crescimento celular dos graos de kefir,
rendimento da bebida fermentada e produgéo de 4cido lactico. As formulagdes também foram analisadas quanto
aos valores de pH, solidos soluveis (SS) e produgdo de CO; nos tempos 0, 24 ¢ 48 horas de fermentagdo. A partir
da aplicagdo de uma analise de componentes principais (ACP) foi observado que as F3 e F6 foram as formulagdes
que mais se correlacionaram inversamente entre si e em relagdo as demais, com acidez de 0,68 e 0,88g/100mL de
acido lactico, pH entre 4,5 ¢ 4,8, produgdo de CO> de 8,2 a 16,81% ¢ SS de 6,69 e 7,40 °Brix, em 24 horas de
fermentagdo. Assim, estas foram analisadas de forma independente quanto a caracterizagdo fisico-quimica,
composigdo de agticares, compostos orgdnicos e atividade enzimatica. Quanto ao delineamento fatorial a adi¢do
de agucar de coco, inulina e goma xantana apresentaram resultados estatisticamente significativos (p <0,05)
quando analisadas como variaveis independentes ou com interagdes entre si, na bebida fermentada de kefir no
EVHC. Ainda, a partir dos dados da Anélise de Varidncia (ANOVA), pode-se observar que o modelo de regresséo,
para o crescimento celular dos graos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produgdo de acido lactico, foi
estatisticamente significativo em um nivel de confianga de 95%, com coeficientes de determinagdo (R?) iguais a
98,46%, 91,68% ¢ 83,00%, respectivamente. A taxa de crescimento celular dos grdos foi maior quando as
concentragdes de inulina ficaram proximas a 2,8 e 3,0% e com concentragdes de até 0,15% de goma xantana,
obtendo taxa de crescimento de até 90%. O rendimento e a produgdo de acido lactico da bebida fermentada de
kefir ficaram entre 80 a 82,5% e 1,2 a 1,25%, respectivamente, quando as concentragdes de goma xantana e agucar
de coco aumentaram entre 0,26% e 10,0%. Conforme a identificagdo dos microrganismos, houve maior
prevaléncia das leveduras em relagdo as bactérias, isso pode ter ocorrido devido as altas concentragdes de agucares
disponiveis no substrato de EVHC e pela adi¢ao de inulina. Referente as concentragdes de agucares e compostos
organicos, nas F3 e F6, a metaboliza¢do dos agucares foi direcionada principalmente para a producéo de etanol e
acido acético. Ainda, foi possivel observar maior atividade enzimatica de amilase e peroxidase para a F6 e de
inulinase para a F3, devido ao fato desta formulagdo conter maiores concentragdes de inulina. Referente a
composigdo centesimal, as F3 e F6 fermentadas com o kefir apresentaram maiores teores de lipideos (2,84 ¢ 3,26
2/100g) e proteinas (0,95 ¢ 0,84 g/100g) e menores valores energéticos (50,54 e 79,00 kcal), quando comparadas
ao EVHC sem fermentar, indicando que o processo fermentativo teve efeito significativo quanto aos valores
nutricionais. Todas as formulagdes avaliadas apresentaram altos teores de umidade e baixos valores de
carboidratos. Tanto as F3 e F6 fermentadas com kefir, e sem fermentar apresentaram coloragdo branca amarelada
acinzentada. Assim, pode-se constatar que os grios de kefir de dgua apresentaram um grande potencial de
adaptagdo no EVHC em até 24 horas de fermentagdo. Adicionalmente, favoreceu o desenvolvimento de uma
bebida fermentada ndo lactea que pode vir a ser uma alternativa de produto alimentar para pessoas com intolerancia
a lactose, alérgicas a laticinios e veganas.

Palavras-chave: Kefir de agucar; fibras; leite vegetal; bioprocessos; vegano.



ABSTRACT

The use of water-soluble vegetables extracts (“plant-based milk™) has become a viable option of non-dairy
substrate for the development of new food products, such as the production of fermented kefir beverages. In
addition to not containing ingredients of animal origin, its help with physiological factors such as lactose
intolerance and / or allergic to milk protein and is a food option for vegetarians and / or vegans. In this context,
the objective of this study was the development of a vegan fermented beverage with water kefir grains on the
substrate of water-soluble coconut extract (WSCE), with addition of inulin. The water kefir grains (5% w / w)
were adapted to the WSCE substrate with different concentrations of inulin, xanthan gum and coconut sugar at a
temperature of 25 + 1 ° C. Formulations of fermented beverages were determined by means of a central composite
design (CCD) 23, with 11 tests (F1 to F11). The CCD independent variables were concentrations of coconut sugar
(2.0, 6.0 and 10.0%); inulin (2.0, 2.5 and 3.0%) and xanthan gum (0.0; 0.13 and 0.26%) and the dependent variables
were cell growth of kefir grains, fermented beverage yield and production of lactic acid. Formulations were
analyzed for pH values, soluble solids (SS) and CO; production at 0, 24 and 48 hours of fermentation. Through
the application of a principal component analysis (PCA) was observed that F3 and F6 were the formulations that
inversely correlated with each other and in relation to the others, with acidity of 0.68 and 0.88g / 100mL lactic
acid, pH between 4.5 and 4.8, CO; production from 8.2 to 16.81% and SS of 6.69 and 7.40 °Brix, in 24 hours of
fermentation. Thus, these formulations were independently analyzed for physical-chemical characterization, sugar
composition, organic compounds and enzymatic activity. As for the factorial design, the addition of coconut sugar,
inulin and xanthan gum showed statistically significant results (p <0.05) when analyzed as independent variables
or with interactions, in the fermented kefir beverages at WSCE. In addition, through the data of the Analysis of
Variance (ANOVA), was observed that the regression model, for the cell growth of kefir grains, fermented
beverage yield and production of lactic acid, was statistically significant at a level of 95% confidence, with
determination coefficients (R?) of 98.46%, 91.68% and 83.00%, respectively. Cell growth rate of the grains was
higher when the concentrations of inulin were close to 2.8 and 3.0% and with concentrations of approximate to
0.15% of xanthan gum, obtaining a growth rate of the 90%. Beverage yield and production of lactic acid were
between 80 to 82.5% and 1.2 to 1.25%, respectively, when concentrations of xanthan gum and coconut sugar
increased between 0.26% and 10.0%. According to the microorganism’s identification, there was a higher
prevalence of yeasts in relation to bacteria, this may have occurred due to the high concentrations of sugars
available in the WSCE substrate and the addition of inulin. Regarding sugars concentrations and organic
compounds, in F3 and F6, the metabolization of sugars was mainly directed towards the production of ethanol and
acetic acid. In addition, was possible to observe greater enzymatic activity of amylase and peroxidase for F6 and
inulinase for F3, due to the fact this formulation contains higher concentrations of inulin. Regarding centesimal
composition, F3 and F6 fermented with kefir showed higher levels of lipids (2.84 and 3.26 g/ 100g) and proteins
(0.95 and 0.84 g / 100g) and lower energetic values (50.54 and 79.00 kcal), when compared to WSCE without
fermentation, indicating that the fermentation process had a significant effect on nutritional values. All
formulations evaluated showed high levels of moisture and low carbohydrates values. F3 and F6 fermented with
kefir, and without fermenting, showed a yellowish grayish white color. Thus, was found that the water kefir grains
showed a great potential for adaptation to the WSCE at 24 hours of fermentation. Therefore, it favored the
development of a non-dairy fermented beverage that may become an alternative food product for people with
lactose intolerance, allergic to dairy products and vegans.

Keywords: Sugary kefir; fibers; plant-based milk; bioprocess; vegan.
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1. INTRODUCAO

O mercado alimenticio para consumidores vegetarianos e/ou veganos tem apresentado
um crescimento significativo em varios paises (VAKEVAINEN et al., 2020). Em 2019 as
vendas globais destes produtos alimenticios obtiveram valores de aproximadamente 55 bilhdes
de dolares, com perspectiva de atingir 60 bilhdes de dolares até 2023 (CONWAY, 2019). Ainda
conforme a Euromonitor International (2019), aproximadamente 20% dos consumidores dos
principais mercados mundiais declararam ter a inten¢do de aumentar o consumo de alimentos
de origem vegetal e reduzir os de origem animal. Esta busca por novos produtos a base de
vegetais também pode estar associada a fatores como problemas fisiologicos como a
intolerancia a lactose e/ou alergia a proteina do leite (VANGA; RAGHAVAN, 2018).

A partir disso, a industria de alimentos tem buscado e aprimorado pesquisas e
tecnologias que auxiliem no desenvolvimento de novos produtos, ingredientes ¢ métodos de
produgdo que atendam a estes fatores ¢ a demanda de consumidores vegetarianos/veganos
(BALLCO; GRACIA, 2020). Em virtude disso, a utilizagdo de frutas, vegetais, sementes,
nozes, cereais ¢ pseudocereais tem se tornado uma alternativa na produgio de alimentos sem
ingredientes de origem animal (RINCON; BRAZ ASSUNCAO BOTELHO; DE ALENCAR,
2020), tais como os extratos vegetais hidrossoluveis, também chamados de “leites vegetais”,
sendo estes uma op¢ao viavel de substrato nao lacteo para o desenvolvimento de novos produtos
alimentares como, por exemplo, na elaboragéo de bebidas fermentadas de kefir (FIORDA et al.,
2016; ESTRELA et al, 2017).

O extrato vegetal hidrossoluvel mais utilizado pela indistria alimenticia € o de soja, por
ser considerado como fonte de proteinas e possuir baixo custo (NORBERTO et al., 2018).
Entretanto, uma das caracteristicas da soja € possuir propriedades alergénicas, assim outros
extratos vegetais tém sido explorados como alternativas a este (PAUL; KUMAR; SHARMA,
2019). Frente a isso, o extrato vegetal hidrossoluvel de coco (EVHC), que ¢ obtido a partir da
polpa (endosperma) do coco seco (Cocos nucifera L.) se torna uma opgdo interessante, uma vez
que, apresenta colorag@o branca semelhante ao leite e aroma caracteristico do coco que agrada
aos consumidores, visto que a qualidade sensorial ¢ um dos determinantes mais criticos na
escolha de um produto (PATIL; BENIAKUL, 2018; RINCON; BRAZ ASSUNCAO
BOTELHO; DE ALENCAR, 2020).

De acordo com a Tabela Brasileira de Composigao de Alimentos — TACO (2011), o coco



seco (Cocos nucifera L.) e, consecutivamente seu extrato vegetal, possuem elevado valor
nutritivo, energético e lipidico (NEPA-UNICAMP, 2011). Contudo, a composi¢do nutricional
do EVHC dependera da qualidade do coco e da eficiéncia dos métodos de obtengdo do extrato
vegetal hidrossoluvel (PATIL; BENIAKUL, 2018).

O kefir de agua, também conhecido como kefir agucarado produz uma bebida
fermentada a partir da adi¢do dos seus grdos em uma solucdo aquosa de sacarose, 0s quais,
durante o processo fermentativo produzem &cido lactico, CO2, etanol, acido acético e varios
outros produtos, incluindo compostos aromaticos volateis, formados pela associagdo simbidtica
dos microrganismos presentes nestes (bactérias acido lacticas e acéticas e as leveduras)
(LAUREYS; DE VUYST, 2014; FELS et al., 2018). A fermentagdo geralmente ¢é realizada em
temperaturas entre 20 a 30 °C sob condigdes anaerobicas entre 24 a 96 horas, resultando em
uma bebida fermentada levemente adocicada, acida e efervescente com aroma frutado
(MALDONADO et al, 2020). Ressalta-se ainda, que o kefir possui meio de cultivo versatil uma
vez que, seus graos crescem em diferentes substratos como em solugdes de sacarose, melado,
mel, suco de frutas e vegetais, e extratos hidrossoltveis de vegetais, atuando assim, como uma
cultura iniciadora (FIORDA et al., 2017). Desta forma, a utilizagdo de novos substratos como
meio de cultivo para o kefir, pode aumentar o valor nutricional e adicionar novos sabores e
aromas a bebida obtida (LEITE et al., 2013a; NOGUEIRA et al., 2016). Assim, a utiliza¢do de
ingredientes que preservem e acentuem as caracteristicas sensoriais da bebida fermentada de
kefir e garantam a durabilidade e qualidade do produto sdo imprescindiveis (MA et al., 2015).

Aliado as exigéncias do mercado, os consumidores também tém buscado por
ingredientes que agreguem caracteristicas sensoriais semelhantes aos dos produtos tradicionais
(BEDIN et al, 2018). Com isso, a utilizagdo da inulina associada ao agticar de coco pode ser
interessante, afinal garante textura, aroma e sabor atraentes a bebida fermentada, que ¢
caracterizada principalmente pela acidez acentuada. A inulina ¢ um carboidrato complexo, ou
seja, ¢ uma fibra alimentar soluvel, ndo sendo digerida no trato gastrointestinal pela enzima a-
amilase, exercendo assim, agdes benéficas nos processos fisioldgicos e bioquimicos do
organismo (GUPTA et al., 2019). Além disso, também pode ser utilizada na melhoria dos
aspectos sensoriais dos alimentos uma vez que, possui capacidade de formagao de géis e quando
combinada com outros ingredientes, como gomas e surfactantes, pode vir a melhorar a textura
do alimento (DAS et al., 2019). Ja o aglicar de coco se caracteriza por conter aproximadamente

80% de sacarose, 3% de glicose e 7% de frutose, com baixo indice glicémico (IG) entre 35 e



54 quando comparado aos agucares refinados (cana-de-aglicar e/ou beterraba), além disso
possui aroma caracteristico de coco, sabor doce caramelizado e coloragdo marrom (BECK,
2018; WRAGE et al., 2019; MAMMEN et al., 2020).

Frente ao exposto, este trabalho teve como objetivo, a elaboragdo de uma bebida vegana
fermentada com graos de kefir de 4gua, utilizando como substrato o EVHC com adigdo de
inulina e agticar de coco, a fim de se avaliar os pardmetros fermentativos e as caracteristicas

fisico-quimicas e enzimaticas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar e caracterizar uma bebida fermentada vegana a partir de graos de kefir de agua
adaptados no substrato de extrato vegetal hidrossoliivel de coco (EVHC) com adigdo de inulina,

aglicar de coco e goma xantana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Desenvolver uma bebida fermentada que atenda as exigéncias dos consumidores
veganos utilizando grios de kefir de dgua;

v Estudar a influéncia da concentragdo de agucar de coco, inulina e goma xantana no
substrato de EVHC aplicado para a fermentacao com kefir de 4gua nos tempos 0, 24 ¢
48 horas a partir de um delineamento fatorial;

v’ Estudar os efeitos da adi¢do da inulina, quanto aos pardmetros fermentativos e
composicdo fisico-quimica, na bebida fermentada de kefir;

v’ Avaliar as atividades enzimaticas das enzimas inulinase, a-amilase e peroxidase na
bebida fermentada de kefir;

v’ Identificar os microrganismos presentes nos grdos de kefir de dgua adaptados ao
substrato do extrato vegetal hidrossoluvel de coco;

v’ Determinar a composigdo centesimal da bebida fermentada de kefir;



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 VEGETARIANISMO E VEGANISMO

O vegetarianismo se caracteriza por uma escolha alimentar que exclui alimentos de
origem animal, principalmente a carne, entretanto alguns consumidores vegetarianos ainda
aceitam em sua dieta a oferta de algumas fontes de proteina animal, como ovos e derivados
lacteos. Ja os veganos restringem totalmente o consumo de alimentos e produtos (cosméticos,
roupas, entre outros) de origem animal (FREIRIA et al., 2017; REVILLION et al., 2020). Sendo
classificados de quatro formas pela Sociedade Vegetariana do Brasil — SVB (2016: “(a)
Ovolactovegetarianismo: consome leite, laticinios e ovos; (b) Lactovegetarianismo: consome
leite e laticinios; (c) Ovovegetarianismo: consome ovos; (d) Vegetarianismo estrito e
veganismo: ndo consome ou utiliza produtos de origem animal”.

Dessa forma, a escolha de uma dieta vegetariana ou vegana, pode ter diferentes
motivacdes para os consumidores, como por questdes éticas, religiosas e socioecondmicas
(QUEIROZ; SOLIGUETTI; MORETTI, 2018). Além disso, também ha a preocupagdo com a
sustentabilidade e os impactos ambientais dos sistemas produtivos e os impactos da alimentagéo
no bem-estar animal (RUBY, 2012; DIAS et al., 2016). Ainda, os consumidores podem atribuir
a dieta vegetariana como “mais saudavel”, uma vez que, alguns estudos evidenciam que habitos
alimentares baseados em frutas e vegetais minimamente processados ou plant-based trazem
beneficios a saude (ROSENFELD, 2019).

O mercado de alimentos para os consumidores vegetarianos e/ou veganos vem se
apresentando como um nicho de forte crescimento mundial (VAKEVAINEN et al., 2020;
REVILLION et al., 2020). Conforme Conway (2019), em 2019, as vendas globais de produtos
veganos atingiram o valor de aproximadamente 55 bilhdes de ddlares, com perspectiva de
chegar em mais de 60 bilhdes de dolares em 2023. Ainda de acordo com a Euromonitor
International (2019), aproximadamente 20% da populacdo dos principais mercados mundiais
tem a intengdo de reduzir o consumo de alimentos de origem animal.

No Brasil em 2017, 14% da populagao se declarou como vegetariana (equivalente a 29,2
milhdes de pessoas) e 63% gostaria de reduzir o consumo de carnes. Ainda segundo a pesquisa,
60% dos entrevistados tém a inten¢do de compra voltada para produtos veganos, no entanto o

preco desses produtos foi considerado elevado em relago aos de origem animal (IBOPE, 2018).



Conforme a Associagdo Brasileira de Supermercados - ABRAS (2017), a oferta de
produtos veganos ainda ¢ menor que a demanda de consumidores. De acordo com os estudos
realizados pela Federagdo das Industrias do Estado de Sao Paulo — FIESP (2018), os produtos
vegetarianos e/ou veganos tém se tornado mais atrativos aos consumidores brasileiros, por
também atenderem as necessidades do publico celiaco ou que possui alergia e/ou intolerancia
aos produtos lacteos, assim como aqueles interessados em produtos naturais, sem aditivos ou
organicos e sustentaveis, que contenham selos de qualidade e informagdes sobre sua origem.
Segundo Révillion et al. (2020), no Brasil ainda ha poucas bebidas com selo de certificacdo
vegana, diferente de outros paises como o Canada que possui selo em sucos, cafés, agua e leite
de coco, entre outros.

De acordo com a Plant Based Foods Association e The Good Food Institute (2017),
entre 2016 e 2017 houve um aumento de 20% na procura de produtos veganos como alternativa
a substituicdo aos lacteos e em 56% nas bebidas fermentadas veganas do tipo iogurte. Sendo
que a soja € a principal matéria-prima utilizada no mercado destas bebidas (JESKE; ZANNINI;
ARENDT, 2017a). Desta forma, a indstria alimentar tem investido em pesquisas e tecnologias
que visem a viabilidade de outras matérias-primas para diversificar estes produtos e atender a
demanda de consumidores alérgicos ao leite e a soja, como na utilizacdo de extratos vegetais
hidrossoluveis (“leites vegetais™) alternativos (RUBY, 2012; VAKEVAINEN et al., 2020). A
partir disso, alguns estudos apresentam preparagdes e formulagdes de extratos vegetais
hidrossolaveis, como o leite de aveld, quinoa, caju, baru, grdo de bico, coco, entre outros
(ATALAR, 2019; VAKEVAINEN et al., 2020; CO et al., 2020; SILVA et al., 2020; WANG et
al., 2020; RINCON; BRAZ ASSUNCAO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020).

3.2 EXTRATOS VEGETAIS HIDROSSOLUVEIS

Os extratos vegetais hidrossoluveis, também conhecidos popularmente como “leites
vegetais”, tém sido utilizados como uma alternativa em substituigdo ao leite (RUBY, 2012;
RINCON; BRAZ ASSUNCAO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020) O consumo deste tipo de
bebida se tornou comum por consumidores que sdo intolerantes a lactose, alérgicos a proteina
do leite ou, ainda, por adeptos ao vegetarianismo e/ou veganismo (FOURREAU et al., 2013;
JESKE, ZANNINI e ARENDT, 2017b), pois além de ser uma alternativa viavel pode se

apresentar como uma boa fonte nutricional. Ressalta-se ainda que ha alternativas como produtos



sem lactose e a enzima lactase para intolerantes a lactose, no entanto, para alérgicos e veganos,
a unica opgao seria a utilizagdo dos “leites vegetais” (VANGA e RAGHAVAN, 2018).

Os extratos vegetais hidrossoliveis podem ser obtidos a base de cereais, pseudocereais,
sementes, nozes, frutas e vegetais, que podem se apresentar como extratos liquidos, suspensoes
coloidais ou emulsdes (MAKINEN et al., 2016; JESKE et al., 2017a; RINCON; BRAZ
ASSUNCAO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Resolugdo n° 268, estabelece que os extratos vegetais hidrossoluveis sao “os
alimentos obtidos a partir de partes proteicas de espécie(s) vegetal(is), podendo ser
apresentados em granulo, pd, liquido, ou outras formas com exceg¢do daquelas ndo
convencionais para alimentos. Podendo também ser adicionados de outros ingredientes, desde
que ndo descaracterizem o produto”. Ainda de acordo com a Resolugdo n° 272, podem ser
definidos como “produtos obtidos a partir de partes comestiveis de espécies vegetais, que
podem passar por processos de floculagdo, extrusdo, congelamento, laminaco, fermentacéo,
cocgao” (BRASIL, 2005ab).

Em relagdo a composicéo nutricional dos extratos vegetais, esta depende da qualidade e
tipo de matéria-prima e método de processamento realizado na producdo (MAKINEN et al.,
2016). Segundo Singhal et al. (2017), extratos vegetais a base de améndoas, nozes, arroz, quinoa
e aveia possuem baixos teores de proteinas e minerais como calcio e ferro em comparagao ao
leite de vaca e a soja. Frente a isso, pode se citar como uma desvantagem comum de alguns
extratos vegetais hidrossoliveis o baixo teor proteico (JESKE et al., 2017b).

O extrato vegetal hidrossoliivel mais utilizado ¢ o de soja, entretanto, 14% dos
consumidores com alergia a proteina do leite de vaca também apresentam reagdes adversas a
soja (MIN et al., 2018). Ainda, outras alternativas de extratos vegetais hidrossoluveis como de
nozes e améndoas podem ser considerados alergénicos (VOJDANI; TURNPAUGH;
VOIDANI, 2018; PAUL; KUMAR; SHARMA, 2019). Com isso, outras opgdes de extratos
vegetais hidrossoluveis devem ser exploradas, a fim de se excluir alérgenos, possuir baixo
custo, facil acesso e ser sensorialmente agradavel, incluindo assim mais consumidores
(RINCON; BRAZ ASSUNCAO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020).

O extrato vegetal hidrossoluvel a base de coco (seco) ¢ uma op¢ao interessante devido
possuir cor branca semelhante ao leite e altos teores de lipideos, além de ser sensorialmente
bem aceito (ZHU et al., 2014). Este ¢ obtido a partir do fruto do coqueiro, que como matéria-

prima possui grande relevancia, uma vez que, fornece varios tipos de produtos e subprodutos.



Além disso, seu aproveitamento vai desde a raiz até a estipe, inflorescéncia, folhas, caule, casca
e fruto (LODY, 2011). A partir do fruto podem ser adquiridos produtos alimentares como a
agua do coco verde, 6leo, coco ralado, améndoa de coco e o extrato vegetal, conhecido
popularmente como “leite de coco”, sendo ainda obtido o agucar de coco a partir da seiva da
flor do coco (SABBE, 2008; CARVALHO e COELHO, 2009; WRAGE et al., 2019).

No Brasil a produgdo do coco se destina principalmente para dgua de coco e na forma
seca (in natura) ou industrialmente como coco ralado, 6leo de coco e “leite de coco”, sendo sua
comercializagdo realizada durante todo o ano (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2014). Em relagéo
ao mercado mundial do coco o Brasil tem participagdo minima, com exportagdes que chegaram
a 1,5 milhdes de dolares entre 2017 e 2018, sendo que entre este biénio a producdo de coco no
Brasil foi de 5,54 milhdes de toneladas e o consumo de 5,52 milhdes de toneladas; ja os maiores
produtores mundiais como as Filipinas, Indonésia e a India foram responsaveis por 83,3% da
produgdo e 84,2% do consumo (BRAINER, 2018). Quanto ao consumo de coco no Brasil este
¢é preferencialmente na forma de 4gua de coco com per capita de aproximadamente 0,32 L/ano
e com perspectivas de crescimento no consumo de 20% ao ano (MARTINS, JESUS JUNIOR,
2014). Ja seu preco seco ¢ em média quatro vezes maior que o do coco verde, sendo que entre
janeiro a julho seu valor seco ¢ maior (3,16 R$/kg) em relag@o ao restante do ano (2,41 R$/kg)
(AGRIANUAL, 2017).

De acordo com a Resolugdo n°® 12, “o “leite de coco” é definido como uma emulsao
aquosa extraida do endosperma do coco (Cocos nucifera L.), por processamentos mecanicos
adequados” (ANVISA, 1978). Ainda, conforme Jiang, Xiang ¢ Wang (2016), esta emulsdo se
da de forma natural, a partir da estabilizacdo das proteinas presentes no fruto. Nutricionalmente,
¢ um produto alimentar rico em aminodcidos essenciais, principalmente em triptofano
(CARVALHO e COELHO, 2009). De acordo com a TACO (2011), o coco seco (Cocos
nucifera L.) e consecutivamente seu extrato vegetal contém, em 100 gramas do produto, cerca
de 3,7 g de proteinas, 42,0 g de lipideos, 10,4 g de carboidratos, 5,4 g de fibras alimentares,
apresentando, ainda, em torno de 43% de umidade (base seca) (NEPA-UNICAMP, 2011).
Contudo, a sua composi¢do nutricional vai depender da qualidade do coco e eficiéncia do
método de extragdo do extrato vegetal hidrossoluvel (MAKINEN et al., 2016; WANG et al.,
2020). Segundo os estudos de Patil e Beniakul (2018), diferentes propor¢oes de agua para coco
na producgdo do extrato vegetal hidrossoluvel ndo interferem na extragdo das proteinas e

lipideos. Adicionalmente, pode ainda apresentar concentra¢cdes de antioxidantes, minerais



(ferro, magnésio e zinco) e altas quantidades de lipideos como acidos graxos saturados,
principalmente o acido laurico (C12:0) e triglicerideos de cadeia média (BALOGUN et al.,
2016; SETHI et al., 2016).

Por outro lado, ressalta-se que ha controvérsias de que o consumo excessivo de gorduras
saturadas pode vir a ser prejudicial a satde, (HOOPER et al., 2020). No entanto, de acordo com
Astrup et al. (2020), metanalises de estudos randomizados e observacionais quanto a redugdo
no consumo de acidos graxos saturados ndo apresentaram efeitos significativos em doencas
cardiovasculares (DCV). Ainda foi evidenciado que os triglicerideos de cadeia média do coco
apresentam efeitos benéficos no metabolismo lipidico e o acido laurico pode vir a reduzir os
niveis de colesterol total e fragdes das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (RESENDE et
al.,, 2016; SHEELA et al., 2016; NARAYANANKUTTY; ILLAM; RAGHAVAMENON,
2018). Kang, Yang e Xiao (2020), também discorrem sobre o consumo de gordura saturada
estar associado ao menor risco de acidente vascular cerebral (AVC). Contudo, deve-se levar em
consideragdo os demais nutrientes € compostos presentes no coco, uma vez que os beneficios
deste alimento estdo associados a um conjunto de macronutrientes e estes ndo devem ser
previstos de forma isolada.

O extrato vegetal de coco possui varias formas de aplicabilidade em produtos, pois,
oferece caracteristicas sensoriais e tecnologicas adequadas, podendo ser utilizado como
ingrediente em preparacdes ou ainda como substrato em processos fermentativos, como por

exemplo, em grios de kefir.

3.3 ACUCAR DE COCO

Os consumidores t€m buscado por substituigdes ao uso de agucares refinados, optando
por edulcorantes ou aguicares organicos, como o mascavo, demerara e atualmente o aglcar de
coco, conhecido também como agticar de palma. Tais aspectos se ddo pelo fato de que o
consumo excessivo de acucares refinados pode estar associado as doengas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT) (WRAGE et al., 2019). Entretanto, apesar do agtcar de coco se
apresentar como uma melhor opg¢ao em relagdo aos agucares refinados, quimicamente nao
difere dos demais agucares, sendo composto por aproximadamente 80% de sacarose, 3% de
glicose e 7% de frutose (PHILIPPINE COCONUT AUTHORITY - PCA, 2015; KULKARNI,
2015; BECK, 2018).
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O agucar de coco ou de palma ainda € pouco conhecido no mercado e ha poucos estudos
sobre este produto na literatura. Sua producdo ¢é realizada de forma local e artesanal por
pequenos agricultores e seu consumo advém, tradicionalmente de paises asiaticos como a
Indonésia, Filipinas e India (ALEXANDRU GRUMEZESCU, 2019; WRAGE et al., 2019).
Este ¢ obtido a partir da seiva da flor de coco (Cocos nucifera L.), sendo que cada flor fornece
cerca de 1,5 L de seiva por dia, podendo ser colhida duas vezes ao dia. Ha aproximadamente
15 g de agticar em 100 g de seiva e a produggo do agtcar de coco ndo ¢ padronizada (BAFPS,
2010; HEBBAR et al., 2015). A partir da coleta da flor de coco, a seiva ¢ retirada e armazenada
em recipientes de polietileno ou bambu de 8 a 12 horas, afim de se evitar a fermentagdo do
liquido, em seguida ¢ aquecida até que ocorra sua cristalizagdo em agtcar (HEBBAR et al,,
2015). O agucar obtido passa por processo de peneiramento até atingir uma granulometria fina
e sua coloragdo pode variar de marrom clara a escura, dependendo do tempo de aquecimento
da seiva (reacdo de Maillard) (Figura 1) (APRIYANTONO et al., 2002; PHILIPPINE
COCONUT AUTHORITY - PCA, 2015).

FIGURA 1. Flor de coco (a); Agtcar de coco (b)

FONTE: Figura adaptada de GUITEL, 2018 ¢ ALL NUTS, 2019.

Sensorialmente, o aglicar de coco possui sabor doce caramelizado (semelhante ao
mascavo) e aroma de coco, com dogura proxima ao aglcar refinado, sendo possivel a
substitui¢do de 1:1 m/m (WRAGE et al., 2019). Em relag@o aos agtcares refinados o agticar de
coco possui a vantagem de conter maior valor nutricional agregado, uma vez que, ndo passa por
processo de refinamento (MAMMEN et al., 2020). Segundo a Philippine Coconut Authority —
PCA (2015) e Jose et al. (2017), o agtcar de coco pode conter minerais (Fe, Zn, Ca, K, P, Na,
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Mg), vitaminas (Complexo B1,3,5,7,9 € vitamina C), além de alguns acidos graxos de cadeia
curta, polifendis e antioxidantes. Sendo que ainda, se caracteriza por conter baixo indice
glicémico entre 35 e 54 quando comparado aos agtcares refinados, como o de cana-de-agticar
(G 92) e/ou beterraba (IG 70) (KULKARNI, 2015; BECK, 2018; WRAGE et al., 2019;
MAMMEN et al., 2020). De acordo com a Philippine Coconut Authority — PCA (2015) e
Alexandru Grumezescu (2019), o baixo indice glicémico do agtcar de coco advém das fibras
soluveis presentes neste, como a inulina, que pode vir a retardar a absorc¢do da glicose pelo
organismo.

Ressalta-se que como o aglcar de coco ndo possui padronizagdo no processo de
produgao, pode vir a conter aditivos de agucares de plantas C4 (cana-de-agtcar), amido, gluten
e Oleo, sendo que estes podem ser atribuidos também aos métodos tecnologicos para aumentar
o rendimento do agticar (WRAGE et al., 2019).

Quanto a sustentabilidade, a Organizacdo das Nag¢des Unidas para Agricultura e
Alimentagao, atribuiu o agucar de coco como “o agucar mais sustentavel”, uma vez que, o0s
coqueiros tém durabilidade de mais de 25 anos e utilizam menos dgua quando comparados a

cana-de-agucar (SASS, 2017).

3.4 INULINA

A inulina e os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo considerados carboidratos complexos,
devido as suas caracteristicas como ingredientes alimentares nao-digeriveis (fibras
alimentares), exercendo assim, agdes funcionais nos processos fisiologicos e bioquimicos do
organismo (GUPTA et al., 2019). Conforme as normas da ANVISA, os produtos alimentares
suplementados com inulina ou FOS devem fornecer no minimo 2,5 g por porgéo, sendo
recomendado um consumo diario minimo de 5 g para se obter efeitos benéficos a satde
(ANVISA, 2016).

Assim a inulina ¢ definida como um carboidrato complexo ou fibra alimentar soluvel,
constituida por polimeros e oligdmeros lineares de frutose, chamados de frutanas (GUPTA et
al., 2019). Estas frutanas dividem-se em dois grupos gerais: a oligofrutose e os fruto-
oligossacarideos (SAAD, 2006). Estes compostos sdo encontrados naturalmente em alimentos
de origem vegetal, como em cereais e frutos secos (AL-SHERAIJI et al., 2013). Sendo que a

inulina pode ser comercialmente obtida a partir da alcachofra de Jerusalém (Helianthus
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tuberosus), da chicoria (Cichorium intybus) e através de sua hidrolise parcial (oligofrutose) ou,
ainda, pela sintese enzimatica da sacarose (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012;
COOPER et al., 2015). As frutanas caracterizadas como inulina, sdo os polissacarideos nao-
estruturais mais presentes na natureza, apos o amido. Sdo quimicamente compostas por cadeias
lineares de carboidratos e a sua molécula é constituida por ligagdes glicosidicas p-(2—1) -
frutosil-frutose, podendo conter uma molécula inicial de a-D-glicose (SAAD, 2006). Como

mostra a Figura 2.

FIGURA 2. Estrutura molecular da inulina
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FONTE: Figura adaptada de GUPTA et al., 2019.

Devido as moléculas com ligagdes glicosidicas B-(2—1) - frutosil-frutose, a inulina ndo
¢ digerida, hidrolisada e/ou absorvida pelas enzimas presentes no trato-gastrointestinal, no qual,
pode vir a ser metabolizada pelas bactérias do colon intestinal, trazendo assim beneficios no
aumento da absorgao de minerais e ions e atuar como imunoprotetora (BONNEMA et al., 2010;
GUPTA etal.,2019). Também ¢ considerada como prebidtica e possui baixo IG (46), com valor
calérico de 1,5 kcal/g! (SIMSEK et al., 2017).

Ainda, a inulina se caracteriza por ser hidrofilica, ou seja, se solubiliza na agua em
concentragdes de até 12 g/L. Quando hidratada forma dispersdes coloidais viscosas ou geéis,
sendo que sua solubilidade depende do peso molecular, grau de polimerizagdo e temperatura

(GUPTA et al., 2019). Ressaltando-se que a solubilidade da inulina pode aumentar em até 35%
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quando submetida a altas temperaturas (aproximadamente 90 °C) (KALYANINAIR; KHARB;
THOMPKINSON, 2010).

O grau de polimerizagdo da inulina pode variar entre 2 a 60, dependendo da sua fonte
de origem (TOMASIK, 2015). Devido a isso, possui uma massa molecular maior em relagao
aos FOS, o que lhe confere maior capacidade de viscosidade (formagdo de géis), melhorando
assim a textura e estabilidade de produtos alimentares, como em bebidas fermentadas
(PIMENTEL et al., 2012). Além disso, sua capacidade de formagao de gel pode ser aumentada
e melhorada, através da sua combinagdo com outros ingredientes, como gomas e surfactantes
em misturas formuladas até que se atinja a textura desejada (DAS et al., 2019). A partir destas
caracteristicas, quando misturada com agua e/ou leite forma micro cristais com textura cremosa
e suave semelhante a gordura, devido a isso, sua aplicagdo tem sido utilizada de forma
tecnologica como um modificador reolégico em substitutos de gorduras e agucares, reduzindo
o valor energético total dos produtos alimentares, em torno de 2 kcal/g, valor consideravelmente
baixo em relacdo aos ingredientes que pode substituir (4 kcal/g para agucares e 9 kcal/g para
gorduras) (SHOAIB et al., 2016; DAS et al., 2019). Por meio disso, a inulina tem sido aplicada
em formulagdes de varios produtos como, iogurtes, sorvetes, mousses, sobremesas cremosas,

entre outros.

3.5 BEBIDA FERMENTADA DE KEFIR DE AGUA

O kefir de agua, também conhecido como kefir agucarado, ¢ uma bebida fermentada
obtida a partir do processo fermentativo dos gréos de kefir em uma solugéo aquosa de sacarose
(FELS etal., 2018). Sendo uma de suas principais caracteristicas o seu meio de cultivo versatil,
uma vez que, seus graos crescem em diferentes substratos além da solugéo de sacarose, como
em melado, mel, suco de frutas e vegetais, e extratos hidrossoliiveis de vegetais (SANTOS e
BASSO, 2013; FIORDA et al., 2017). Assim, estes substratos alternativos como meio de
cultivo, podem vir a aumentar o valor nutricional e adicionar novos sabores e aromas a bebida
fermentada obtida (LEITE et al., 2013a; NOGUEIRA et al., 2016).

As bebidas de kefir tém origem conferida as regides montanhosas do Céucaso e dentre
os paises que mais consomem os grios de kefir de agua estdo os Estados Unidos, México,
Canada, Japao, Tailandia, Malasia, Franga, Grécia, Turquia, Roménia, Russia, Inglaterra,

Holanda, Noruega, Suécia, Espanha, Portugal, Brasil, Chile, Peru e Argentina (JIANZHONGA
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et al., 2009; LEITE et al., 2013a; GUL et al., 2018). Sendo ainda possivel encontrar o kefir de
agua através de outras denominagdes, como, “tibico”, “tibi”, “abelhas da Califérnia”, “abelhas
africanas”, “castanhas de ale”, “balsamo de Gileade”, “abelhas” e “Sementes de cerveja
japonesa” (MIGUEL et al., 2011). Segundo Prado et al. (2015), ja estdo disponiveis
comercialmente uma vasta variedade de bebidas fermentadas de kefir, como kefir tradicional,
zero lactose, baixo teor e/ou zero gordura, vegano (a base de frutas e vegetais), tipo grego, entre
outros, em paises como o Canada, Estados Unidos e Reino Unido.

A fermentagdo dos grdos de kefir de 4gua geralmente € realizada em temperaturas entre
20 a 30 °C sob condi¢des anaerdbicas entre 24 a 96 horas, até o pH de aproximadamente 4,6,
resultando em uma bebida fermentada levemente adocicada, acida e efervescente com aroma
frutado (YEPEZ et al., 2019; MALDONADO et al, 2020). Durante o processo de fermentagio
ocorre a produgdo de acido lactico, dioxido de carbono (COz), etanol, acido acético, acido
gluconico e varios outros produtos, incluindo compostos aromaticos volateis formados pela
associagao simbidtica dos microrganismos presentes nos graos (LAUREYS; De VUYST, 2014;
FELS et al.,, 2018). Estas substincias advindas da fermentagdo conferem caracteristicas
sensoriais desejaveis a bebida fermentada final como: textura suave e consisténcia um pouco
espessa (devido ao glicerol, polissacarideos, etc.), sabor levemente acido e efervescente (devido
a presenca do etanol) e aroma frutado (devido aos ésteres) (FIORDA et al., 2017).

Os tipos de fermentagdes mais comuns dos graos de kefir sdo: lacticas, alcoolicas e
acéticas (VIANA et al., 2017). Sendo a fermentagdo lactica relacionada a acidez da bebida e é
utilizada como indicador na extensdo de vida de prateleira e preservagdo das bebidas
fermentadas, atuando como um conservante natural. A fermentagdo alcodlica ¢ utilizada a partir
da metabolizagdo de agucares em bebidas fermentadas como cervejas e vinhos, que quando
destiladas promovem a obteng¢&o de bebidas com elevado teor alcodlico. A fermentagao acética
¢ atribuida principalmente a produc@o de vinagre (YEPEZ et al. 2019; MALDONADO et al.,
2020).

A fermentagdo dos graos de kefir é realizada a partir de uma associa¢do simbiotica de
leveduras, bactérias do acido lactico (BAL) e bactérias do acido acético (BAA) (GAROFALO
et al., 2015; BOURRIE et al., 2016; FELS et al., 2018). Os microrganismos mais comuns
citados pela literatura sdo as BAL (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e Streptococcus
spp.), BAA (Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida e Torula)
(LEITE et al., 2013a; NIELSEN, GURAKAN e UNLU, 2014; FIORDA et al., 2017). Contudo,



25

a composi¢do e associagdo destes microrganismos no kefir tende a variar de acordo com a
origem dos grdos, o método de cultivo e substratos utilizados na fermentagdo (GULITZ et al.,
2011; KOH et al., 2018; FELS et al., 2018). Ainda, podem ser citadas as culturas de kefir para
produgdo industrial, entretanto estas possuem nimero limitado de microrganismos, os quais, as
cepas sdo selecionadas e isoladas para a fermentagdo (DAVRAS; GUZEL-SEYDIM; TAS,
2018).

A Tabela 1 apresenta alguns microrganismos que podem ser encontrados com mais

frequéncia nos graos do kefir de agua.

TABELA 1. Microrganismos comumente encontrados nos griaos de kefir de agua
Grupo de
microrganismos

Género Microrganismos

Acetobacter A. fabarium, A. orientalis, A. lovaniensis.
L. brevis, L. buchneri, L. casei sub sp. casei, L.
casei sub sp. rhamnosus, L. diolivorans, L.
Lactobacillus fermentum, L. harbinensis, L. hilgardii, L. hordeii,
Bactérias L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. lactis, L. mali, L.
nagelli, L. paracasei, L. parafarraginis, L.
perolens, L. plantarum, L. satsumensis.

Lysinibacillus sphaericus, Oenococcus kitaharae,

Outras espécics Bifidobacterium psychraerophilum.

Saccharomyces S. cerevisiae
Pichia P. membranifaciens, P. kudriavzevii
Lanchancea L. fermentati, L. meyercii.
Kluyveromyces K. lactis, K. marxianus.
Leveduras Kazachstania K. aerobia, K. unispora.
Hanseniaspora H. valbyensis, H. uvarum.
Zygotorulaspora florentina, Issatchenkia orientalis,
Outras espécies Zygosaccharomyces fermentati, Dekkera
bruxellensis.

FONTE: Adaptado de FIORDA et al., 2017.

Os grios de kefir sdo formados por uma matriz de exopolissacarideos de dextrano (EPS),
na qual os microrganismos (BAL, BAA e leveduras) estio incorporados (LAUREYS et al.
2018). Esta matriz de EPS contém polimeros de glicose constituidos principalmente por
ligagdes a-D-1,6 lineares e em menores quantidades cadeias laterais ligadas a a-1,3 (COMA et
al., 2019). Sendo essa a principal diferenca com os graos de kefir de leite, que sdo formados
por heteropolissacarideos ramificados, chamados de kefiran ou kefirano (LEITE et al., 2013b;

NIELSEN, GURAKAN e UNLU, 2014). Os grios possuem formas irregulares apresentando
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tamanhos entre 0,5 e 3,5 cm, sdo transliicidos, mucilaginosos, com estrutura fragil e insoltiveis

em agua (FIORDA et al., 2017; LAUREYS et al. 2018), como mostra a Figura 3.

FIGURA 3. Graos de kefir de agua

FONTE: O autor, 2019.

Ainda, segundo a Resolugdo n°® 46 e as normas internacionais de alimentos do Codex
Alimentarius, o kefir, deve possuir um percentual de acido lactico menor que 1% e conteudo de
etanol entre 0,5% e 1,5%, além de contagem de bactérias lacticas totais de no minimo 107
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/g) e contagem de leveduras especificas de no minimo
10* UFC/g (BRASIL, 2007; FAO/WHO. 2011).

Conforme Davras et al. (2018), o kefir possui agdo probidtica devido aos
microrganismos presentes nos seus grios e consecutivamente o consumo regular de produtos
fermentados de kefir ¢ atribuido a beneficios imunolégicos, imunoprotetotores ¢ anti-
inflamatorios no trato gastrointestinal (TGI). Em estudos com camundongos onde o TGI foi
induzido a inflamag¢des evidenciou-se que o consumo regular de kefir obteve respostas
significativas na atenuacdo das inflamagdes e teve acdo imunoprotetora contra colites
(FABREGA et al. 2017; SEO et al. 2018).
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3.6 ATIVIDADE ENZIMATICA NA FERMENTACAO DE KEFIR

Durante a fermentagdo dos grdos de kefir ocorrem processos enzimaticos, os quais,
hidrolisam substancias maiores em compostos menores (poli e dissacarideos para
monossacarideos) que serdo metabolizados mais facilmente para a produgdo de compostos
organicos e acidos (KONKIT e KIM, 2016). Assim, avaliar as atividades enzimaticas
envolvidas na fermentagdo se torna importante, uma vez que a variedade de enzimas presentes
neste processo sao as principais responsaveis pela catalise, hidrolise e metabolismo para
formagao de novos compostos (GAHRUIE et al., 2015; DAS et al., 2019).

A amilase ¢ uma das principais enzimas utilizadas na produgdo de alimentos, sendo
responsavel pela catélise e hidrdlise da conversdo do amido em aglcares. A a-amilase, e f-
amilase, por meio da hidrolise de ligagdes glicosidicas, sdo as enzimas responsaveis pelas
maiores produgdes de aglicares redutores a partir do amido (SOTTIRATTANAPAN et al.,
2017). Sendo especificamente a a-amilase, que possui acao em ligagdes (a-1—4) glicosidicas,
a enzima responsavel pela produgdo de moléculas de glicose a partir da hidrolise dos
oligossacarideos. A glicose durante o processo fermentativo do kefir pode vir a ser
metabolizada para a producdo de acidos, compostos organicos e ainda atuar no crescimento
celular dos graos (KONKIT e KIM, 2016).

A inulina (polissacarideo ndo-estrutural) ¢ a fonte energética mais presente na natureza
depois do amido (SAAD, 2006) e a inulinase pode ser encontrada em diversos grupos de
microrganismos, plantas e animais (SINGH; SINGH, 2019). Sendo as bactérias Xanthomonas
sp., Streptomyces sp., Bacillus sp.; os fungos Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium sp.,
Rhizoctonia sp.; e as leveduras Cryptococcus sp., Phichia sp., Kluyveromyces sp., as principais
fontes em potencial estudas para a inulinase (SINGH et al., 2020). A inulinase é metabolizada
por dois tipos de enzimas: as exo-inulinases (f-D-frutano) que separam as moléculas de frutose
através da clivagem do terminal néo redutor f§ - (2—1) da cadeia de inulina; e as endo-inulinases
(2—1 p-D-frutano) que liberam FOS a partir da hidrolise das ligagdes internas da inulina
(SINGH et al., 2020). No processo fermentativo a ac@o catalitica da inulinase em inulina
disponibiliza glicose e frutose para a metabolizagdo e produgdo de acidos orgéanicos e etanol
(SINGH; SINGH, 2019).

As peroxidases possuem agdo enzimética por meio da oxidagdo de peroxidos (cofator

peroxido de hidrogénio H20») e suas principais fontes sdo microrganismos, animais e plantas
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(MEDINA et al., 2017; LI et al., 2020). Sdo consideradas também enzimas oxirredutoras,
responsaveis pela oxidagdo, reducdo e degradagdo de varios substratos como compostos
aromaticos e fenolicos (AGUIAR; FERREIRA; MONTEIRO, 2010; MEDINA et al., 2017; DE
OLIVEIRA et al., 2018). Ainda, de acordo com McCue e Shetty (2005) e Aguiar, Ferreira e
Monteiro (2010), a agdo enzimatica da peroxidase estd relacionada com o aumento da
disponibilizagdo de compostos fenolicos totais, uma vez que, a peroxidase na presenga reativa
de O, degrada e quebra as ligagdes poliméricas dos fenodlicos por meio de co-oxidag@o,
disponibilizando assim, fendlicos livres. As peroxidases ainda podem ser atribuidas a maior
biodisponibilidade de micronutrientes, uma vez que, devido as suas caracteristicas de
oxirreducdo possuem sitios ativos de ligagdes em minerais como magnésio, vanadio, selénio e
ferro (BUCHERT, et al., 2010; Li et al., 2020).

Quanto a aplicacdo tecnologica das enzimas, em alimentos, a a-amilase atua como
estabilizante melhorando a textura e ainda aumenta o volume/rendimento dos alimentos
(GREWAL et al.,, 2015; ZHANG et al., 2019). A industrias alimenticia utiliza a aplicagdo
hidrolitica da a-amilase principalmente para a produgdo de edulcorantes. Ainda devido as
caracteristicas higroscopicas da a-amilase, esta pode atuar como reguladora de umidade
melhorando a vida de prateleira dos alimentos (SINDHU et al., 2021). A inulinase quando
adicionada em iogurtes ou leites fermentados melhora a emulsificacdo e aumenta a firmeza
destes a partir da formagdo de géis (aumento da viscosidade) (LOPEZ-ALT, 2017,
COLLADOS et al., 2020). A inulinase ainda ¢ utilizada para a produgdo de varios metabolitos
industriais, como &cidos organicos (4cido glutamico, acido lactico, acido succinico, acido
butirico, acido citrico, acido propidnico, entre outros) e para biocombustiveis (etanol, butanol
e acetona) (SINGH; SINGH, 2019). A peroxidase tem sido aplicada na industria alimentar
juntamente com outras enzimas para a formacao de coloides, principalmente para a obtengéo
de emulsdes e géis (ZAIDEL; CHRONAKIS; MEYER, 2013; LIVNEY, 2015). Também
devido as suas caracteristicas oxirredutoras para formar radicais livres, a peroxidase tem sido
aplicada a nanoparticulas para o encapsulamento de compostos bioativos (HECK et al., 2013;
LI et al., 2020). De acordo com Sindhu et al. (2021), grande parte das industrias de alimentos
utilizam enzimas em seus processamentos para melhorar as caracteristicas sensoriais,

principalmente em alimentos ricos em lipidios.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa foi realizada na Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus de Erechim — RS, que consistiu no delineamento fatorial para
definicdo da formulagdo do substrato com o extrato hidrossoluvel de coco, inulina, goma
xantana e o agucar de coco, seguido do processo de fermentagdo do kefir de agua para o
desenvolvimento da bebida fermentada. A partir desta, ja formulada, foram realizadas as
andlises quanto aos pardmetros fermentativos como: controle de pH, producdo de COz e 4cido
lactico, crescimento celular dos griaos e o rendimento da bebida, seguida da avaliagdo dos
compostos organicos e atividades enzimaticas, produzidos durante a fermentagao do kefir. A
segunda etapa foi realizada na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus de Laranjeiras
do Sul — PR, na qual, foi realizada a caracterizag@o fisico-quimica da bebida fermentada

desenvolvida.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas

Para este estudo utilizou-se culturas de graos de kefir de agua, adquiridas de doagao de
um produtor local de Guarapuava-PR. O coco seco (Cocos nucifera L.) e o agtcar de coco

(THAISUGAR) foram adquiridos em comércios locais de Erechim-RS. A inulina (Fiber Bem,

Holanda) e goma xantana foram adquiridas na Gastronomy Lab®.

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste estudo foram: Balanga analitica (Shimadzu,
HUY220, Filipinas); Liquidificador industrial (Vitax, LQI-06, Brasil); pHmetro (Dgimed, DM
20, Brasil); Agitador magnético com aquecimento (Nova Instrumentos, Brasil); Estufa com
circulag@o e renovacao de ar (Solab, SL-102, Brasil); Mufla (Zezimaq, 2000G, Brasil); Bloco
digestor (Tecnal, TE-040/25, Brasil); Destilador de nitrogénio (Tecnal, TE-0363, Brasil);
Centrifuga refrigerada (Sigma®, 3-16KL, Alemanha); Vortex (Marconi, NA162, Brasil),
Espectrofotometro UV-VIS (FEMTO-cirrus 80, Brasil), Cromatografo liquido de alta eficiéncia
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— CLAE (Shimadzu, LC-2010, Brasil) equipado com detector de indice de refragdo de RID 10-
A e uma coluna AMINEX® BIORAD HPX87H, Kit PowerSoil DNA Isolation (MO BIO
Laboratories, EUA), Refratometro digital portatil (ATC, RTS - 101, Brasil), Banho
termostatico com circulagdo interna (Tecnal, TE-184, Brasil), Termometro de mercurio
(Incoterm, Brasil), Incubadora Orbital Shaker (Marconi, MA420, Brasil) e Colorimetro (Konica
Minolta, CR-400, Brasil).

4.1.3 Reagentes

Os reagentes utilizados foram, Acido Sulfiirico P.A. 98-98% (Vetec®); Cloroformio
99% (Alphatec®); Hidroxido de Sodio P.A 99% (Neon®); Sulfato de Potassio; Sulfato de
Cobre II P.A. (Dindmica®); Sulfato de Potassio P.A. (Dinamica®); Sulfato de S6dio Anidro
P.A. (Exodo Cientifica®); Metanol 99% (Impex®); Acido Cloridrico P.A 37% (Alphatec®);
Acido Bérico (Neon comercial); fenolftaleina (Vetec®); Alcool Etilico P.A 99,9% (Neon
comercial); Tartarato de Sodio P.A. (Exodo Cientifica®); Guaiacol 1% (Dinamica®); Peroxido
de hidrogénio 8% (Alphatec®); DNS 3,5 (acido dinitrosalicilico) (Dindmica®); Amido Solavel
1% (Nox®); Arabinose (Dinamica®); Acido Acético P.A. (Exodo Cientifica®); Acido Formico
P.A. (Neon comercial); Frutose (Exodo Cientifica®); Glicose (Exodo Cientifica®);
Acetonitrila (Alphatec®).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo do extrato vegetal hidrossoltvel de coco (EVHC)

Para o preparo do substrato, foram pesadas 100 g da polpa do coco seco (in natura) para
1000 mL de agua mineral filtrada (1:10 m/v), os quais, foram transferidos para liquidificador e
desintegrados por 10 minutos em velocidade média. Apds esse tempo, a mistura foi filtrada,
com o auxilio de uma peneira revestida com tecido de algoddo, para a separagdo do material
particulado com posterior pasteurizagdo do extrato vegetal obtido, em banho termostatico a 90
+ 1 °C por 3 minutos, seguido de resfriamento até a temperatura de 20 + 1 °C, conforme a

metodologia de Yaakob et al., (2012).
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4.2.2 Manutengdo e fermentagdo da cultura de Kefir de agua

O processo de fermentagao foi realizado em Erlenmeyer de 250 mL, com capacidade de
volume para o substrato de 100 mL. Os graos de kefir foram mantidos em solug@o aquosa (agua
filtrada) com sacarose (agucar mascavo (Mae Terra)) com concentragdo de sélidos soltveis
(SS) de aproximadamente 5 °Brix e temperatura fixada a 25 + 1 °C em incubadora Shaker
(Marconi, MA420, Brasil), sem agitagdo, a fim de se manter a cultura ativa e viavel para a
fermentagdo no substrato de EVHC.

Para a fermentacdo no EVHC foram incubados 5% m/m da cultura de kefir no substrato
a temperatura fixa de 25 £ 1 °C, com concentracdo de SS de aproximadamente 9 °Brix, sem
agitacdo em incubadora Shaker. Ainda, apds a inoculag@o, os Erlenmeyer foram recobertos com
gazes estéreis. Durante este periodo realizou-se o controle do pH por leitura direta nas amostras,
nos tempos de fermentacdo 0, 24 e 48 horas, conforme o método n° 017/IV (INSTITUTO
ADOLF LUTZ, 2008). Em seguida o substrato de EVHC, foi filtrado com o auxilio de uma
peneira, separando a bebida fermentada dos graos de kefir. Posteriormente os graos de kefir
foram retirados e incubados novamente em novo substrato de agua com 5% de sacarose (m/v)
(aglicar mascavo) para sua manutengdo e viabilidade. Paralelamente, a bebida fermentada de
EVHC obtida foi armazenada em frascos de vidro (previamente esterilizados) sob refrigeragdo

(4 £ 1 °C) por 72 horas, conforme a metodologia de Nielsen, Gurakan e Unlu (2014).

4.2.3 Delineamento Composto Central para produgido da bebida fermentada

As formulagdes do substrato de EVHC quanto as concentragdes de agucar de coco, de
inulina e de goma xantana, foram definidas por meio da aplicagdo de um delineamento
composto central (DCC) 2°. Os niveis minimos e maximos das concentragdes foram definidos
a partir dos limites legais estabelecidos, dados disponiveis na literatura (YAAKOB et al., 2012;
BEZERRA et al., 2019) e testes preliminares, conforme apresentado na Tabela 2.

TABELA 2. Niveis das variaveis independentes do planejamento experimental.

cr . Niveis
Variaveis independentes a1 0 1
Agucar de coco (%) — Xi 2,0 6,0 10,0
Inulina (%) — Xz 2,0 2,5 3,0

Goma xantana (%) — X3 0,01 0,13 0,26
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Foi empregado o fatorial 23, com ponto central repetido trés vezes (nivel 0), totalizando
assim, 11 ensaios, como mostra a Tabela 3. Os dados obtidos no delineamento fatorial foram
tratados estatisticamente com auxilio do Protimiza Experimental Design. Uma andlise de
variancia (ANOVA) e de regressdo também foram aplicados (nivel de confianga de a = 5%),

com o intuito de testar a adequagdo dos modelos gerados.

TABELA 3. Concentragdes de aglicar de coco, inulina e goma xantana, definidas por DCC para as formulagdes
da bebida fermentada no EVHC

Concentracdes
Formulacio Acicar de coco (X1) Inulina (X3) Goma xantana (X3)

VC * VR (%) ** vC VR (%) vC VR
F1 -1 2,0 -1 2,0 -1 0,01
F2 1 10,0 -1 2,0 -1 0,01
F3 -1 2,0 1 3,0 -1 0,01
F4 1 10,0 1 3,0 -1 0,01
F5 -1 2,0 -1 2,0 1 0,26
F6 1 10,0 -1 2,0 1 0,26
F7 -1 2,0 1 3,0 1 0,26
F8 1 10,0 1 3,0 1 0,26
F9 0 6,0 0 2,5 0 0,13
F10 0 6,0 0 2,5 0 0,13
F11 0 6,0 0 2,5 0 0,13

*VC = valores codificados **VR = valores reais

As etapas do processo de manutengéo e fermentagdo dos graos de kefir de agua seguido
do desenvolvimento das formulagdes das bebidas fermentadas de kefir estdo representadas

conforme a Figura 4.
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FIGURA 4. Esquema do processo de desenvolvimento das bebidas fermentadas de kefir no EVHC
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2020.

Para as 11 formulagdes definidas pelo DCC foram realizadas as analises de crescimento
celular dos graos, rendimento da bebida, pH, sélidos soluveis, produgdo de diéxido de carbono

(CO) e de acido lactico.

4.2.4 Crescimento celular dos graos de kefir no EVHC

O crescimento celular dos grios de kefir (Am), fermentado nos substratos de EVHC, foi
determinado pela metodologia de Nogueira et al., (2016). Foi calculado por meio da Equagio
1, em que as massas de graos de kefir (g) foram pesadas no inicio (mxo) e ap6s a fermentagao

(mxs) (base umida).

m (L) = memio) 40 Equagdo 1

100g My
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4.2.5 Rendimento da bebida fermentada de kefir no EVHC

O rendimento (R) foi determinado pela metodologia de Nogueira et al., (2016), por meio
da Equagéo 2, em que ms corresponde a massa inicial e mgr a massa final da bebida fermentada

de kefir nos substratos de EVHC, respectivamente.

g _ Imgr ~
R (m) = m_:o 100 Equacgdo 2

4.2.6 Produgéo de dioxido de carbono (CO») na fermentagdo de kefir no EVHC

Para a analise da produgdo de CO; foram utilizados os dados obtidos da pesagem das
massas iniciais e finais da bebida fermentada de kefir nos substratos de EVHC. E os resultados

foram expressos em % de CO2, conforme a Equacdo 3.

€0, (%) = 1=Wst ) 4 Equagéio 3

Mo +Mso
4.2.7 Determinagdo de 4cido lactico por acidez titulavel

Para determinar a produgdo de 4cido lactico, na bebida fermentada de kefir nos
substratos de EVHC, foi utilizado o método de acidez titulavel, a qual, foi realizada em
triplicata, pelo método titulométrico da Association of Olfficial Analytical Chemists (AOAC,
2012), nos tempos 0, 24 e 48 horas do processo de fermentacdo. Para isso, pipetou-se 5,0 mL
de aliquota de cada uma das 11 formulagdo das bebidas de kefir fermentadas no EVHC para
um béquer de 100 mL, com adig@o de 15 mL de 4gua destilada (1:3 v/v), com posterior adi¢ao
de 3 gotas de fenolftaleina como indicador do ponto de viragem (obtengdo de coloragdo rosa),
sob agitagdo magnética e as amostras foram tituladas com NaOH (0,1 mol/L). Os resultados

foram expressos em g/100mL de 4cido lactico, conforme a Equagdo 4.

Acido lactico (w:ﬁ) = %. 100 Equagdo 4
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Onde:

V = volume gasto na bureta

f = Fator de correcdo de NaOH (Mol/L)
m = massa da amostra (g)

0,9 na Equacio corresponde a 1 mL de NaOH.

4.2.8 Determinagdo da atividade enzimatica de amilases

Para esta analise diluiu-se 0,18 g de amido soluvel (1%) em um tampao acetato de sodio
0,1 mol/L com pH 5,0, na proporgao 1:25 (m/v). Posteriormente, uma aliquota de 1 mL desta
solugdo foi adicionada a 1 mL do extrato enzimatico seguido de banho termostatico, com
circulagdo interna, por 10 minutos a 38 + 1 °C, conforme a metodologia de Fuwa (1954) e
Pongsawadi e Yagisawa (1987), com adaptagdes. Para todas as amostras foram feitas triplicatas
e um branco (controle), no qual, a aliquota do extrato enzimatico foi substituido por dgua
destilada.

A atividade enzimatica foi determinada pelo método DNS (4cido dinitrosalicilico), na
qual, 0,5 mL de aliquota da solugéo foi adicionada a 0,5 mL da solugdo de DNS, com posterior
banho termostatico a 100 £ 1 °C, por 10 minutos, seguido de banho de gelo até atingir a
temperatura ambiente (MILLER, 1959). Em seguida foi adicionado 8 mL de uma solugdo de
tartarato de sodio a solugdo obtida. Os resultados da atividade enzimatica (AE) foram
determinados com base na curva padrdo de calibragdo de absorg¢do gerada pela Equagdo 5 e

leitura em espectrofotdmetro UV-VIS na faixa do visivel de 540 nm.

AE= ()= =0,2922..x (9) ~0,0304 Equagdo 5

L
4.2.9 Determinagdo da atividade enzimatica de peroxidases

Para a analise desta atividade enzimatica foi necessario o preparo de um meio reacional,
o qual consistia de 1,5 mL de tampao fosfato (5.10" mol/L e pH 5,0), 2 mL de 4gua destilada,
0,5 mL de guaiacol (1 %) e 1 mL de perdxido de hidrogénio (8 %) com posterior adigdo do

mesmo em banho termostatico a 35 + 1 °C, por 10 minutos. Ap0s a estabilizagdo da temperatura
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adicionou-se uma aliquota de 1 mL de extrato enzimatico a esta solugdo e a mesma foi mantida
em banho termostatico por mais 20 minutos (KHAN ¢ ROBINSON, 1994).

Para todas as amostras foram feitos ensaios em triplicatas e um branco (controle), no
qual a aliquota do extrato enzimético foi substituida por dgua destilada. Os resultados da
atividade enzimatica foram determinados por leitura em espectrofotometro UV-VIS na faixa do
visivel de 470 nm. O calculo da medida da atividade enzimatica foi realizado através da média

dos valores da triplicata, multiplicado por 1000 (dilui¢o).

4.2.10 Determinagdo da atividade enzimatica de inulinase

A atividade enzimatica da inulinase foi analisada a partir da adi¢do de 0,5 mL da amostra
em solugédo de 4,5 mL de sacarose (2 % m/v), preparada em tampao acetato de sodio 0,1 mol/L
com pH 5,0. Em seguida a solugéo passou por banho termostatico a 50 = 1 °C, por 2 minutos.
Apos este tempo foi retirado uma aliquota de 0,5 mL da solugdo e adicionado 0,5 mL da solugéo
de DNS, para a determinac@o da concentragdo de acucares redutores. Esta solugdo se manteve
em banho termostatico por mais 5 minutos a 100 + 1 °C, seguido por banho de gelo até atingir
a temperatura ambiente (25 £ 1 °C), entdo foi adicionada 8 mL de solug@o de tartarato de sodio
(MILLER, 1959). Para o branco (controle) foi substituido a aliquota das amostras por agua
destilada. Para todas as analises foram realizadas triplicatas. Os resultados da atividade
enzimatica (AE) foram determinados com base na curva padrdo de calibragdo de absorgdo
(Equagio 5) e leitura de absorbancia em espectrofotometro UV-VIS na faixa do visivel de 540

nm.

4.2.11 Analise de compostos organicos

A quantificagdo dos compostos organicos (acido acético, acido férmico, arabinose,
celobiose, etanol, frutose e glicose), produzidos durante a fermentagdo, foram obtidos por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. Os ensaios cromatograficos foram
conduzidos em um equipamento CLAE equipado com detector de indice de refragdo de RID
10-A e uma coluna AMINEX® BIORAD HPX87H.

As andlises foram realizadas conforme a metodologia descrita por Bazoti et al. (2017),

na qual, antes da realizagdo dos ensaios cromatograficos, houve o preparo das amostras das
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bebidas fermentadas de kefir nos substratos de EVHC com pré-filtrag@o e diluicdo destas em
agua destilada (1:5 v/v), com posterior injecdo do volume de 20,0 pL das amostras ao
cromatografo, acoplado a um detector PDA 10-A, operado com uma coluna C18, eluida com
acetonitrila 1:8 mL/minuto de dgua e 4cido acético a 1%, termostatizada a 30 = 1 °C e com
velocidade de fluxo da fase movel de 0,8 mL/minuto. Os compostos organicos foram

determinados a partir da calibragdo das curvas de cada composto.

4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.3.1 Umidade

A umidade foi determinada pela pesagem de 2 g de cada amostra em cadinho de
porcelana com o auxilio de uma balanga analitica e apds previamente secas e pesadas, foram
submetidas a secagem em estufa a 105 + 1 °C até massa constante. Todas as amostras foram
analisadas em triplicatas. Os resultados foram expressos em g/100g de umidade em base umida

da amostra (AOAC, 2012).
43.2 Cinzas
As cinzas foram determinadas por calcinagdo em mufla a 550 °C até ocorrer a queima

da matéria organica. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas. Os resultados foram

expressos em g/100g de cinzas em base umida da amostra (AOAC, 2012).
4.3.3 Solidos soluveis (SS)
Os teores de solidos soluveis (SS) foram verificados em triplicata, em refratdmetro

digital portatil, com duas a trés gotas do filtrado da amostra ¢ os resultados foram expressos em
°Brix. (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008).



38

4.34 Lipideos

Os teores de lipideos foram analisados pelo método Bligh Dyer, através da extragdo dos
compostos a frio. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas. Os resultados foram

expressos em g/100g de lipideos da amostra (AOAC, 2012).

4.3.5 Proteinas

Os teores de proteinas foram determinados pelo método de Kjeldahl, com 0,5 g de
amostra. A partir do teor de amonia encontrado nas amostras pela transformacéo do nitrogénio
em sulfato de amonia por digestao em acido sulfurico através de destilago e titulacdo que foi
convertido em proteina bruta. Todas as amostras foram analisadas em 4 replicatas ¢ o valor
obtido foi multiplicado pelo fator de corre¢do (FC) para coco de 5,30. Os resultados foram

expressos em g/100g de proteina bruta (AOAC, 2012).

4.3.6 Carboidratos

Os carboidratos totais foram determinados a partir do calculo do método de diferenca,

conforme a Equagao 6.

Carboidratos g/100g = 100 — (umidade + cinzas + lipideos + proteina) Equagdo 6

4.3.7 Analise de cor

A cor foi determinada pelo sistema CIELab em colorimetro e iluminante D65, através
dos parametros L* (luminosidade), a* (coordenada do eixo vermelho-verde), b* (coordenada
do eixo azul-amarelo), croma (C * - intensidade da cor) e angulo de matiz (h ° - cor observavel)
(HUNTERLAB, 1996). As amostras foram colocadas em placa de Petri e realizada a leitura em

trés pontos distintos em triplicata.
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4.4 IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS

As amostras foram pré-preparadas a partir da maceragdo de 5 g dos grios de kefir
adaptados ao EVHC, seguido de centrifugagdo a 560xG (for¢a G) por 5 minutos em centrifuga
e 3,5 g de amostra dos graos foram transferidos para tubos Eppendorf e congelados em
ultrafreezer (-18 °C). A identificacdo dos microrganismos presentes no processo de
fermentac@o, foi realizada a partir da extragdo do material genético utilizando 1 g da amostra
de biomassa pelo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, EUA) de acordo com
as instrugdes do fabricante. As regides V3-V4 foram amplificadas com os primers 341F e 806
R, respectivamente, segundo Caporaso et al., (2011) e Wang e Qian, (2009). As bibliotecas
foram sequenciadas em um sistema MiSeq, usando os primers padrdes Illumina ja fornecidos
no kit. As sequéncias agrupadas das unidades taxondmicas operacionais (UTOs) foram
submetidas a classificagdo taxonémica em bancos de dados de servico de arvores, considerando

as sequéncias com pelo menos de 99% de identidade com o banco de dados de referéncia.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas a partir da analise de variancia (ANOVA) com o
auxilio do software Action Static versdo 3.7 e quando os resultados do teste F' de regressdo
foram significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Também
foram utilizados os softwares estatisticos Protimiza Experimental Design para a aplicabilidade
do método de DCC e o software Statistica versdo 8.0 para a analise de componentes principais

(ACP) das formulagdes da bebida fermentada de kefir no EVHC.
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Os resultados para o crescimento celular dos grios de kefir (Am), rendimento da bebida

(R) e a acidez (produgdo de acido lactico) nas formulagdes das bebidas fermentadas com kefir

no EVHC podem ser observados na Tabela 4.

TABELA 4. Ensaios e variaveis respostas do delineamento fatorial das formulagdes das bebidas fermentadas com
kefir em EVHC adicionadas de agticar de coco, inulina e goma xantana.

Concentracdes Varidveis Respostas

Acucar de Inulina  Goma Crescimento  Rendimento Acido

Formulagio coco xantana  celular (Ax) bebida (R) lactico
X1 X2) Xs) ) (00)) Y3)
« VR ** VR VR VR VR VR

VT o Y o YO h) (@n00m (@100 (g/100mL)

Fl1 -1 2,0 -1 2,0 -1 0,01 38,02 77,78 0,69
F2 1 10,0 -1 2,0 -1 0,01 38,12 75,38 0,87
F3 -1 2,0 1 3,0 -1 0,01 90,89 64,16 0,68
F4 1 10,0 1 3,0 -1 0,01 88,47 67,85 0,83
F5 -1 2,0 -1 2,0 1 0,26 2598 78,38 0,86
F6 1 10,0 -1 2,0 1 0,26 23,44 86,31 0,88
F7 -1 2,0 1 3,0 1 0,26 69,21 68,18 0,77
F8 1 10,0 1 3,0 1 0,26 73,81 67,96 0,87
F9 0 6,0 0 2,5 0 013 67,23 70,31 1,00
F10 0 6,0 0 2,5 0 013 61,78 74,99 1,01
Fl1 0 6,0 0 2,5 0 0,13 6399 73,68 1,00

*VC = valores codificados **VR = valores reais

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, graficos de Pareto e uma analise de

regressao foram aplicados para avaliar se as variaveis agucar de coco (X1), inulina (X2), goma

xantana (X3) e suas interagdes (X1 x X» x X3) possuiam efeito significativo (p <0,05) nas

respostas crescimento celular dos graos de kefir (Y1), rendimento da bebida fermentada (Y2) e

produgédo de acido lactico (Y3) em um intervalo de confianga de 95% (a = 5%). Conforme

mostra a Figura 5 e a Tabela 5.



41

FIGURA 5. Graficos de Pareto quanto a significancia nas variaveis das formulagdes de kefir no EVHC pela adig¢@o de aglicar de coco, inulina e goma xantana (x) sobre (y) (a)
crescimento dos graos de kefir; (b) rendimento da bebida e (c) produgéo de acido lactico
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TABELA 5. Analise de regressdo para as variaveis aglcar de coco, inulina e goma xantana e suas interagdes
quanto ao crescimento celular, rendimento da bebida fermentada e producao de acido lactico
Crescimento celular dos grios de kefir

Nome Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor *
Meédia 56,92 0,64 89,57 0,00
Inulina (X2) 24,60 0,67 36,50 0,00
Goma xantana (X3) -7,88 0,67 -11,70 0,00
Inulina x goma xantana - 1,20 0,67 -1,78 0,05

(sz X})
Rendimento da bebida fermentada

Nome Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Média 73,28 0,41 180,11 0,00
Acgucar de coco (X1) 1,19 0,43 2,75 0,01
Inulina (X2) 6,28 0,43 - 14,54 0,00
Goma xantana (X3) 1,90 0,43 4,39 0,00
Inulina x goma xantana -0,86 0,43 -2,00 0,05

(Xax X3)
Producio de acido lactico

Nome Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Meédia 0,97 0,02 54,51 0,00
Agucar de coco (X1) 0,13 0,02 7,10 0,00
Inulina (X2) -0,10 0,02 -5,38 0,00
Goma xantana (X3) 0,08 0,02 4,18 0,00
Agucar de coco x goma xantana 0,06 0,02 3,25 0,03

(Xl X X3)

* Foram descartadas as interagdes (X) que ndo possuiam significancia estatistica (p < 0,05) sobre as respostas (Y).

Os valores obtidos na Tabela 5, sdo resultantes da interagdo entre as variaveis
independentes agtcar de coco (X1), inulina (X2) e goma xantana (X3) com as variaveis respostas
dependentes (Y), que neste estudo foram o crescimento celular dos graos de kefir (Y),
rendimento da bebida fermentada (Y2) e a produg@o de acido lactico (Y3), que podem ser

apresentadas também a partir das Equacdes 7, 8 ¢ 9 do modelo codificado, respectivamente.

Y, = 56,92 + 24,60 (X,) — 7,88( X3) — 1,20( XoX5) Equagdo 7
Y, = 73,28 + 1,19 (X;) + 6,28( X,) + 1,90( X5) — 0,86 (X,X5) Equacdo 8
Yy = 0,97 + 0,13 (X;) — 0,10 (X,) + 0,08 ( X3) + 0,06 (X, X5) Equagdo 9

Assim, quanto ao crescimento celular dos graos de kefir (Y1), as variaveis independentes
inulina (X2) e goma xantana (X3) e a interagdo entre inulina:goma xantana (X2 x X3) possuem

efeito estatisticamente significativo sobre esta resposta (p <0,05) (Figura 5a). No que diz
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respeito as respostas quanto ao rendimento da bebida fermentada (Y2) e a produgdo de acido
lactico (Y3), todas as variaveis independentes (X, X2 ¢ X3) estudadas e a interagdo entre
inulina:goma xantana (X2 x X3) para Y2 e a interagdo agucar de coco:goma xantana (X1 x X3)
para Y3 apresentaram efeito estatisticamente significativo (p< 0,05) (Figura 5b e 5c).

Ressalta-se que, para a analise de regressdo foram descartadas as interagdes que nio
possuiam significancia estatistica (p <0,05) sobre as respostas (Y), como o agticar de coco (Xi)
na resposta Y e as interagdes entre agucar de coco:inulina (X; x X2) em todas as respostas (Y)
estudadas (dados ndo apresentados).

A partir da analise de regressdo também foi determinada a existéncia de uma relagio
linear entre as respostas (Y), apresentadas pelos valores experimentais versus os preditos, que
mostrou uma distribuigcdo normal para a resposta de crescimento celular dos gréos de kefir (Y1)
(Figura 6a), ja para as respostas de rendimento da bebida (Y2) e produgao de acido lactico (Y3),
esta distribui¢@o se apresentou de forma mais aleatéria (Figura 6b e 6¢), ou seja, quanto mais
proximos os pontos estiverem na linha mais relacionadas as respostas vao estar entre si.

Com isso, a analise de relagdo linear indica que a resposta Y1 € a que melhor correlaciona

os resultados experimentais com os previstos em relacdo as demais respostas estudadas.
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FIGURA 6. Relagdo linear das respostas (a) crescimento celular dos graos de kefir (Y1); (b) rendimento da bebida fermentada (Y?) e (c) produgao de acido lactico (Y3) através
dos valores experimentais ¢ preditos
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Os resultados para a ANOVA do modelo de regressio para o crescimento celular dos
graos de kefir, rendimento da bebida fermentada e producéo de acido lactico para a bebida de

kefir fermentada no EVHC estéo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6. Analise de ANOVA para o modelo codificado com nivel de 95% de confianga para o crescimento
celular dos gros de kefir, rendimento da bebida fermentada e produg¢@o de acido lactico
Crescimento celular dos grios de kefir

Fonte de variagdo (?Samd?aizss l(i;brzl(;a?iz ngg;?jo Fealeulado  Frabelado  p-valor
Regressao 43 3 0,6 6,9 4.5 0,00
Residuo 0,5 7 0,1
Falta de ajuste 0,0 5 0,1 <0,01
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 4.8 10

R? 98,46%

Rendimento da bebida fermentada

Fonte de variagdo sgfé:a((ii(())ss lcig:;l;agz Ql;?:éfjo Fealculado  Frabelado ~ p-valor
Regressao 1,2 4 0,2 6,6 4.5 0,00
Residuo 0,5 6 0,0
Falta de ajuste 0,5 4 0,1 <0,01
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 2,2 10

R? 91,68%

Producio de acido lactico

Fonte de variagdo c?l(l):dl?a((ii(())ss 1?;2:;&32 Qumaéi;ia(:lo Fealculado  Frabelado ~ p-valor
Regressao 0,9 4 0,2 4.8 4.4 0,00
Residuo 0,2 6 0,0
Falta de ajuste 0,2 4 0,0 <0,01
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 1,3 10

R? 83,00%

Observou-se a partir dos dados obtidos pela ANOVA que o modelo de regressao, para
o crescimento celular dos grios de kefir, rendimento da bebida fermentada e produgao de acido
lactico, foi significativo em um nivel de confianga de 95% (p < 0,05), com coeficientes de
determinagdo (R?) iguais a 98,46%, 91,68% e 83,00% respectivamente, evidenciando que o
modelo codificado se ajusta e explica as variagdes dos dados experimentais quanto as variaveis
e respostas propostas para este estudo. Além disso, a falta de ajuste ndo foi significativa,
demonstrando que o modelo pode ser considerado preditivo.

Ainda a fim de se verificar se 0 modelo codificado proposto foi adequado em relagado

aos dados experimentais foram geradas as curvas de contorno, permitindo assim visualizar a
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interagdo das respostas de crescimento celular dos graos de kefir, rendimento da bebida e
producéo de acido lactico (Y) quanto aos parametros das concentragdes (X) de agtcar de coco,
inulina e goma xantana. Assim foi possivel constatar que as variaveis independentes (X)
influenciaram nas dependentes (Y).

Em relag@o ao crescimento celular dos grios de kefir (Y1), observou-se que este foi
maior a medida que as concentragdes de inulina ficaram proximas a 2,8 e 3,0%; quanto a adigdo
de goma xantana ¢ possivel observar que concentragdes de até 0,15% ja eram suficientes para
influenciar a taxa de crescimento dos graos em até 90%, onde a drea mais escura ¢ considerada

o ponto mais representativo do grafico (Figura 7).

FIGURA 7. Grafico de curvas de contorno da interagdo entre as variaveis inulina (X2) e goma xantana (X3) no
crescimento celular dos graos de kefir (Y1) no EVHC
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No que diz respeito ao rendimento da bebida fermentada de kefir no EVHC (Y2), esta
teve um rendimento de 80 a 82,5% quando as concentragdes de goma xantana e agticar de coco
aumentaram (0,26% e 10% respectivamente) (Figura 8a). Ja a adi¢do de inulina ndo demonstrou
ter uma interagao importante no rendimento da bebida de kefir em relagdo ao agucar de coco e

a goma xantana (Figura 8b).
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FIGURA 8. Graficos de curvas de contorno das interagdes entre as variaveis (a) agucar de coco (Xi) e inulina (X3)
e (b) inulina (X2) e goma xantana (X3) no rendimento da bebida fermentada de kefir (Y2) no EVHC
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Referente a produgdo de acido lactico (Y3), foi possivel observar que o aumento das
concentragdes de agucar de coco e goma xantana (0,26 e 10% respectivamente) aumentaram a
acidez da bebida fermentada de kefir no EVHC em aproximadamente 1,20 a 1,25% como
mostra a Figura 9a e 9b. Em relacdo as concentragdes de inulina, pdde-se verificar que seu
aumento (até 3,0%) ndo influenciou de forma importante a producéo de acido lactico (Figura
9b), o que pode indicar que esta foi metabolizada para a produgdo de outros compostos

envolvidos na fermentacdo do kefir.
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FIGURA 9. Graficos de curvas de contorno das interagdes entre as variaveis (a) agucar de coco (x1) € goma
xantana (X3) e (b) inulina (Xz) e agticar de coco (X1) na produgdo de acido lactico (Y3)
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A partir da analise dos dados do delineamento fatorial pdde-se constatar que houve uma
reducdo no rendimento da bebida fermentada (Y2) e consecutivamente aumento no crescimento
celular dos graos de kefir (Y1), principalmente nas formulagdes com maiores concentragoes de
inulina (3,0%). De acordo com Nogueira et al. (2016), isso pode ocorrer pelo fato de que uma
maior concentragdo celular dos graos de kefir gera um maior consumo de substrato, reduzindo

assim o rendimento da bebida. Graga et al. (2018), também observaram resultados similares,
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em que o aumento do crescimento celular dos graos gerou uma redugdo no rendimento das
bebidas fermentadas com graos de kefir de leite adicionadas na polpa de cupuagu. Os autores
relatam que devido a reducédo do pH pela adi¢do da polpa houve um aumento da disponibilidade
de monossacarideos (glicose e frutose) que podem ser metabolizados com maior facilidade em
relagdo aos dissacarideos, a sacarose ou lactose, favorecendo assim, o crescimento mais rapido
de algumas espécies de microrganismos presentes nos graos do kefir, como as leveduras.
Lopusiewicz et al. (2020), ainda correlacionam a adi¢do de inulina com o aumento da
viscosidade (espessante) em iogurtes, assim, esta acdo pode vir a reduzir a mobilidade e
disponibilidade dos nutrientes e moléculas de CO> no processo fermentativo e
consequentemente reduzir o crescimento celular e aumentar o rendimento da bebida. Neste
estudo a inulina teve pouca interagdo no rendimento da bebida fermentada em relagdo ao agticar
de coco e a goma xantana.

Lopusiewicz et al. (2020), ainda discorrem em seus estudos que a disponibilidade de
agucares simples (monossacarideos) em extratos vegetais ¢ baixa, sendo metabolizados mais
rapidamente pelos microrganismos durante a fermentagdo. Assim, quando ha a disponibilidade
da metabolizagdo da inulina na fermentacéo, passa a ocorrer um efeito sinérgico desta com os
microrganismos, devido as propriedades prebiodticas da inulina que agem positivamente no
crescimento e viabilidade das BAL (DE SOUZA-OLIVEIRA et al., 2009). Bernat et al. (2014),
observaram em seus estudos que durante a fermentagdo de extrato vegetal de aveld o
crescimento das BAL ficou limitado a disponibilidade dos teores de glicose e frutose e quando
este ndo foram suficientes ocorreu a metabolizagdo da inulina para a obtengdo de energia
necessaria para o crescimento e viabilidade das BAL, gerando assim maiores quantidades de
derivados de inulina.

Em relagdo a produgéo de acido lactico, constatou-se que a acidez variou de 0,68 a 1,01
g/100mL em 24 horas de fermentagdo dos graos de kefir no EVHC, como ja era esperado para
este tipo de fermentagdo. Conforme com a legislagdo, a Resolucdo n° 46, estabelece que o kefir
deve possuir acidez maxima (4cido lactico) de 1% (BRASIL, 2007). Neste estudo as
formulagdes F9, F10 e F11 (triplicatas), obtiveram porcentuais de acido lactico iguais a 1%,
estando no limite maximo estabelecido pela legislagdo. Nos estudos de Norberto et al. (2018),
os autores observaram resultados similares a este estudo, nos quais, foram avaliadas trés
diferentes formulagdes de bebidas fermentadas com graos de kefir de agua em extrato vegetal

de soja e leite de vaca por 19 horas. Todas as formulagdes apresentaram um aumento na
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concentragdo de acido lactico (0,73 e 0,76 g/100 mL), principalmente nas formulagdes com
leite (100% e 50%), que possuiam maiores quantidades de aglcares disponiveis para a
metabolizacdo dos grdos de kefir quando comparadas ao extrato vegetal de soja. De Souza-
Oliveira et al. (2009), em seus estudos relataram influéncia significativa da adi¢do de inulina
(4%) na cinética de acidificagdo na fermentagdo de leite com BAL, a qual, aumentou a acidez

e reduziu o tempo de fermentag@o, melhorando ainda as taxas de crescimento das BAL.

5.2 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

Para verificar se havia uma correlagao entre as 11 formulagdes da bebida fermentada de
kefir no EVHC em relagéo ao crescimento celular dos graos (Am), rendimento da bebida (R),
pH, solidos soluveis (SS), produgdo de acido lactico e COa, aplicou-se uma Analise de
Componentes Principais (ACP). A ACP consiste em uma técnica de analise multivariada que
transforma um conjunto original de varidveis correlaciondveis em outro conjunto menor nao
correlacionavel (Componentes Principais), que resulta na combinagdo linear do conjunto
original explicando quais varidveis possuem maior relevancia a partir de fungdes matematicas
(HONGYU; SANDANIELO; OLIVEIRA JUNIOR, 2015).

A partir da ACP foram encontrados 6 Componentes Principais (CP’s), dos quais, apenas
2 apresentaram autovalores >1 (CP1 46,36% e CP2 30,72%), explicando 77,08% da variancia
entre as variaveis estudadas (Figura 10). Para selecionar os Componentes Principais que
explicaram a maior parte da variagdo do conjunto de dados a partir do grafico de ScreePlot foi
adotado o critério de Kaiser (1958), que consiste na representagao grafica dos autovalores Ai,
referente a matriz de correlagdo, onde os dados sdo ordenados de forma decrescente. Assim,
priorizou-se a primeira Componente Principal apos a “formagio de cotovelo”, que representa
um decréscimo importante em relagdo a variancia total (CATTELL, 1966; SAVEGNAGO et
al., 2011).
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FIGURA 10. Grafico ScreePlot dos percentuais das varidncias obtidos pelas componentes principais quanto ao
crescimento celular dos grios, rendimento da bebida, pH, sélidos soluveis, produgio de acido lactico e CO2 na
bebida fermentada de kefir no EVHC
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Ainda pela ACP, na Tabela 7 é possivel observar a correlagdo entre a matriz e as
varidveis com maior variancia (marcadas em negrito) em relagdo ao Componente Principal

(CP1 e CP2) em que se aceita apenas a componente com variancia > 0,7 (JOLLIFFE, 1973).

TABELA 7. ACP correlacionada com as cargas marcadas para cada variavel em relagdo aos valores médios de
crescimento celular dos grios, rendimento da bebida, pH, sélidos soluveis, produgio de acido lactico e CO2 na
bebida fermentada de kefir no EVHC.

Carga dos Componentes Principais

Fator 1 Fator 2
pH -0,1702 -0,5987
Sélidos soltveis (° Brix) 0,4072 -0,8165
Acido lactico 0,9105 -0,3612
CO, 0,7195 -0,3468
Crescimento celular graos (m) -0,7210 -0,6216
Rendimento da bebida (R) 0,8484 0,4253

De acordo com a Tabela 7, no CP1 destacaram-se as variaveis produgao de acido lactico,
COga, crescimento celular dos graos de kefir e rendimento da bebida fermentada de kefir no
EVHC. Ja no CP2 apenas a variavel de solidos soliveis (°Brix) teve contraste. As Figuras 11 e

12 apresentam o grafico de pesos e o grafico de escores, para os CP1 e CP2, respectivamente.
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FIGURA 11. Grafico de pesos das variaveis obtido pela anélise dos valores médios de crescimento celular dos
grdos (m), rendimento da bebida (R), pH, solidos soluveis (Brix), produgdo de acido lactico e CO; na bebida

fermentada de kefir no EVHC
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Assim, pela sobreposi¢ao

Componente Principal 1: 46,36%

das varidveis, pode-se verificar que as varidveis de

crescimento celular dos grdos (m) e pH estdo inversamente correlacionadas com as variaveis

rendimento da bebida fermentada (R), solidos soluveis (°Brix), produgdo de CO; ¢ acido lactico

pela CP1. E todas as variaveis se correlacionam de forma negativa com o rendimento da bebida

fermentada (R) pela CP2. Conforme foi constatado, inicialmente, pela matriz de cargas

marcadas (Tabela 7).
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FIGURA 12. Grafico de escores da correlagdo entre a variagdo das 11 formulagdes da bebida fermentada de kefir
no EVHC em relagdo aos pardmetros fermentativos
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Através da analise conjunta das Figuras 11 e 12, é possivel verificar que as Formulagdes
F3, F4 e F8 localizadas no quadrante negativo de X e Y, apresentam maiores taxas de
crescimento dos graos de kefir e valores de pH mais altos (F3 e F8). Ja as formulagdes F2, F5
e F6 que estdo localizadas no quadrante positivo de X e Y mostraram um maior rendimento da
bebida fermentada comparadas as demais formula¢des. Em relagdo a formulagdes F9, F10 e
F11 (triplicatas), localizadas no quadrante positivo de X e negativo de Y, a correlagdo
demonstrou que ocorre uma maior produgao de acido lactico, CO; e solidos soluveis (°Brix), o
que pode indicar que nestas formulagdes o processo fermentativo foi direcionado
principalmente para a produgdo de compostos orginicos e 4cidos. No que diz respeito a
formulagdes F1 e F7, localizadas no quadrante negativo de X e positivo de Y, ndo foram
observadas correlagdes significativas com os parametros fermentativos estudados.

A partir disso foram destacadas as formulagdes F3 e F6 por se correlacionarem de forma
inversa entre si ¢ em relagdo as demais formulagdes quanto aos pardmetros fermentativos
estudados. Ainda, a formulagdo F6 se localizou mais proxima ao eixo 0, indicando que possui
relagdo intermediaria quanto a producdo de acido lactico e CO2. Assim, essas formulagdes

foram selecionadas para dar prosseguimento as analises.
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5.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados quanto ao pH e solidos soluveis (SS), estudados nos tempos 0, 24 e 48 horas do processo de fermentagdo, das F3 e F6, estao

apresentados na Figura 13.

FIGURA 13. Escala temporal de (a) pH ¢ (b) solidos soluveis (SS) nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentagao
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A F3=2,0% agucar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. ® F6 = 10,0% agucar de coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio

padrdo. Condigdes marcadas com letras diferentes apresentam diferenga estatisticamente significativa com nivel confianga de 95% (p < 0,05).



55

A partir da analise da Figura 13a, quanto aos tempos de fermentagdo em relagdo ao pH,
foi possivel observar que ocorreu uma diminui¢do dos valores de pH no decorrer das 48 horas
de fermentagdo. Isso indica que o tempo de 24 horas ¢ o mais adequado para a fermentacao de
bebidas fermentadas de kefir no EVHC, com valores de pH proximos a 4,5.

De acordo com Fiorda et al. (2017), para o processo de fermentacao dos graos de kefir
os valores de pH considerados 6timos sdo de aproximadamente 4,0 e 4,5, entre 16 a 24 horas.
Isso porque nestes valores de pH ndo ocorre a desnaturagdo das proteinas garantindo assim a
estabilidade das bebidas fermentadas contra a deterioragdo, além de conferir carateristicas
sensoriais desejaveis para estes fermentados, como sabor levemente acido, efervescente e
aroma frutado (LEITE et al., 2013a; FIORDA et al., 2016). Quando o pH, no processo de
fermentagdo do kefir permanece maior 4,5 o sabor da bebida ainda ¢é conservado,
principalmente na fermentagdo com extratos hidrossoliveis vegetais, entretanto, a estabilidade
da textura ndo ocorre, o que faz com que a bebida obtida apresente uma caracteristica liquida
(SANTOS et al., 2019). Ja em 48 horas de fermentagdo, o valor de pH das F3 ¢ F6, ficou igual
ou abaixo de 4,0 ¢ a bebida apresentou acidez acentuada, com caracteristicas sensoriais
similares ao vinagre, o que pode indicar favorecimento da produgdo de é4cido acético e
precipitagdo das proteinas presentes no substrato de EVHC.

Em relagdo aos solidos soluveis (SS) (Figura 13b) foi possivel observar que ocorreu
diferencas significativas entre o decréscimo de SS apenas para a F6, nos tempos estudados. Tu
et al. (2019), também constataram em seus estudos uma redug@o significativa nos teores de SS
de 9,20 para 4,43 °Brix em 48 horas de fermentagdo dos grios de kefir de 4gua em soro de soja.
Corona et al. (2016), ao estudarem a caracterizagdo de bebidas fermentadas de kefir de agua em
sucos de vegetais, também observaram diminuigdo nos SS, sendo que os autores
correlacionaram esta diminui¢do com o aumento da produgéo de etanol, CO: e acidos, devido
a metabolizagdo dos aglicares disponiveis (carboidratos) nos substratos hidrossoliveis vegetais
pelos microrganismos presentes nos graos de kefir. Em relagdo a adi¢@o de inulina, Santos et
al. (2019), observaram que em formulagdes de bebidas fermentadas de kefir de 4gua em extrato
vegetal de soja, com concentragdes de inulina de 3,5% (m/v) e SS de até 10 °Brix, a redugéo
dos SS foi menor independente do tempo de fermentagdo, devido a maior disponibilidade de
agucares.

Assim, observa-se que no tempo de até 24 horas o processo fermentativo ¢ mais intenso,

devido a maior disponibilidade de substrato, apos esse tempo ocorre uma redugdo deste
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processo em consequéncia da relagdo desfavoravel do maior crescimento dos graos e redugéo
do substrato com aumento da acidez. Ainda, verificou-se que na F6, que continha maiores
concentragdes de agucar de coco (10,0%), goma xantana (0,26%) e inulina (2,0%) em relagdo
a F3 (2,0% agucar de coco e 3,0% inulina), a acidificagdo foi mais acentuada. Isso pode ser
atribuido as maiores concentragdes de agucares que foram metabolizadas mais rapidamente, ja
a F3 teve um esgotamento mais rapido dos agutcares disponiveis no substrato, produzindo menos
compostos acidos. Santos et al. (2020), observaram em seus estudos com bebidas fermentadas
com BAL em extratos vegetais de coco e grdos de bico com diferentes concentragdes de
acucares que o aumento do teor de agtcar (0,0 a 10,0 g/100g) nas bebidas foi proporcional a
diminui¢do do pH e aumento da acidez. Isso também pode ser visto na Figura 14, que mostra
um aumento significativo da produg¢go de acido lactico de 0,87 ¢ 1,10 g/100 mL nas F3 e F6,
respectivamente, no tempo de 48 horas de fermentagdo. Conforme Graga et al. (2018), os SS
iniciais (basicamente acucares) apresentados no substrato podem ser usados tanto para o
crescimento celular dos grdos de kefir quanto para a formagdo de 4cidos. O que também pode
ser constatado neste estudo, de acordo com os resultados do delineamento fatorial (Tabela 4),
nos quais, a F6 apresentou maior teor de acidez (0,88 g/100 mL) e menor taxa de crescimento
celular dos graos (23,44 g/100 g) quando comparada a F3 (0,68 g/100 mL e 90,89 g/100 g), em

24 horas de fermentagdo.

FIGURA 14. Escala temporal da produgao de acido lactico nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC
nos tempos 0, 24 ¢ 48 horas de fermentagao
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A F3 =2,0% agtcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. ® F6 = 10,0% agticar de coco; 2,0% inulina;
0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrdo. Condi¢des marcadas com letras diferentes
apresentam diferenga estatisticamente significativa com nivel confianga de 95% (p < 0,05).
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Outro fator importante a ser avaliado quanto aos pardmetros fermentativos em graos de
kefir ¢ a produgdo de CO,, uma vez que, 0s microrganismos presentes nos graos possuem
capacidade de produzir compostos aromaticos que conferem o sabor e aroma tipicos da bebida
fermentada, devido a formagao de acidos e produtos carbonilicos pela liberagdo de COa. Assim,
se ocorrer uma concentragdo muito baixa de CO; na bebida fermentada, esta tende a apresentar
um sabor e aroma atipicos e se ocorrer o inverso este pode vir a inibir o desenvolvimento e
crescimento de algumas leveduras (GORSEK; RITONJA; PECAR, 2016). Dessa forma,
avaliou-se a produg@o de CO2 nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentagao das Formulagdes F3

e F6 como mostra a Figura 15.

FIGURA 15. Escala temporal da produgdo de didxido de carbono (CO2) nas F3 ¢ F6 da bebida fermentada de
kefir no EVHC nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentagio
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A F3 =2,0% agtcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. ® F6 = 10,0% agticar de coco; 2,0% inulina;

0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrdo. Condig¢des marcadas com letras diferentes
apresentam diferencga estatisticamente significativa com nivel confianga de 95% (p < 0,05).

A partir da analise da Figura 15, é possivel observar que conforme o tempo de
fermentag@o transcorre ha um aumento da produgio de COz, este ocorre por meio dos processos
metabolicos gerados pelos microrganismos presentes nos graos de kefir, sendo que a F3
apresentou uma menor produgdo de CO2 em relagdo a F6. Isto pode estar correlacionado com
o crescimento celular dos graos de kefir, uma vez que, conforme Guillamén e Mass (2009) e
Aceituno et al. (2012), quanto mais O estiver disponivel na fermentagdo de kefir (fermentacéo
aerdbica) maior ¢ a taxa de crescimento dos microrganismos presentes nos graos. Desta forma,

quanto maior a producdo de CO> (fermentagdo anaerdbica) menor a disponibilidade de O; e,
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consecutivamente, menor sera a taxa de crescimento, como mostra a Tabela 4, onde a F3
apresentou uma maior taxa de crescimento dos graos quando comparada a F6. Outro fator a ser
considerado, no processo de producdo de CO, ¢ a maior disposi¢do de agucares (SS) na F6
(3,0% de inulina) visto que, a glicose e a frutose advindas da hidrolise da inulina, quando em
maior quantidade podem vir a ser utilizadas pelas leveduras durante a fermentagdo alcodlica

para a produgéo de etanol e CO2 (CHI et al., 2011; GULITZ et al., 2011).
5.4 ANALISE DE ACUCARES E COMPOSTOS ORGANICOS
Com base na analises fisico-quimicas, a composi¢do de agucares e a produgdo de
compostos organicos foram avaliados (Tabela 8) a fim de distinguir qual foi o processo

metabolico para cada formulagéo (F3 e F6) durante a fermentagao.

TABELA 8. Concentragdes de agucares e compostos organicos nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no
EVHC em 24 horas de fermentag3o.

, a1 Formulagoes

Acucares (g/L™) F3 F6
Arabinose ND ND
Celobiose 0,19 +£0,20 0,17+0,17
Glicose ND ND
Frutose 3,91 +2,70 5,30 + 1,96
Compostos organicos (g/L™)

Acido acético ND 1,08 £ 0,00
Acido férmico ND ND
Etanol 12,14+ 3,12 9,67 £2,81
Etanol (%) 1,21 0,96

ND: Nao detectado. F3 = 2,0% agticar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% agticar de coco;
2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrio.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 8, no que diz respeito a metabolizagdo
de agucares, nas F3 e F6, foi possivel observar a utilizagdo da glicose e frutose para producdo
de compostos organicos e etanol. A glicose ndo apresentou valores detectaveis, isso pode ter
ocorrido devido a metabolizagdo completa ocorrer antes de 24 horas de fermentag@o ou porque
a quantidade disponivel neste tempo de fermentagao ja estava muito reduzida. Tu et al. (2019),
observaram uma diminui¢do das concentragdes de glicose durante o processo fermentativo de
graos de kefir de agua em soro de soja em até 120 horas de fermentagao, visto que a partir de
24 horas a redugdo foi continua e significativa (2,59 g/L para 0,54 g/L), sugerindo que os

microrganismos presentes nos graos foram capazes de metabolizar a glicose disponivel para a
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producdo de compostos organicos. Norberto et al. (2018), também observaram uma redugéo
significativa nas concentragdes de glicose, durante o processo fermentativo em até 20 horas,
nas formulagdes de bebidas fermentadas com extrato vegetal de soja e leite com graos de kefir,
devido a metabolizacao desse aglcar pelos microrganismos dos graos.

Ainda, foi possivel identificar a presenga de celobiose, em ambas as formulagdes, que é
um dissacarideo presente no coco ou no agucar de coco. De acordo com Zhang, Donaldson e
Ma (2012), a metabolizacao da celobiose advém da hidrolise da celulose em celodextrinas que
sdo denominadas de acordo com o nimero de moléculas de glicose que as compde, sendo a
celobiose composta por duas moléculas que, no processo fermentativo, sdo convertidas
principalmente para a producdo de etanol. Corroborando, assim, com os dados encontrados
neste estudo, nos quais, a celobiose foi metabolizada para a produgdo de etanol em ambas as
formulagdes (Tabela 8).

Quanto a frutose, foi observada uma maior concentragio (5,30 g/L) na F6 ap6s 24 horas
de fermentagao, sendo que para esta formulagao, a frutose foi revertida para a produgao de acido
acético e etanol. J4 na F3, a metabolizagdo da frutose foi revertida principalmente para a
produgéo de etanol (Tabela 8). Fiorda et al. (2016), constataram que em bebidas de kefir a base
de mel ha maiores teores de etanol (metabolizado pela glicose e frutose) quando comparadas a
bebidas de kefir com colostro, extrato vegetal de soja e leite de vaca. Os autores justificaram
que ha uma metabolizagdo seletiva dos microrganismos para a producdo de etanol na bebida a
base de mel, devido a maior disponibilidade de agtcares. Esses dados corroboram com este
estudo, uma vez que a F3, com concentragao de 3,0% de inulina (maior concentragao de aglicar
disponivel), teve maior producédo de etanol (12,14g/L) em relagdo a F6 (9,67g/L), o que pode
vir a indicar que ocorreu uma metabolizagdo seletiva.

No que diz respeito a producao de acido acético, pela F6, advinda da metabolizagdo da
celobiose e frutose, Damodaran et al. (2010) discorrem que, durante o processo fermentativo
de graos de kefir, ha a produgdo de acido acético e glicerol. Os autores ainda explicam que esta
produgdo tende a aumentar em decorréncia de uma parte do teor de etanol ser metabolizado
para acido acético por meio de bactérias heterofermentativas (género Acetobacter) que possuem
atividade desidrogenase, que convertem o etanol em acetaldeidos. Sendo que estes, juntamente
com os ésteres, sdo responsaveis pelo sabor e aroma frutado, caracteristico da bebida

fermentada de kefir (FIORDA et al., 2017).
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Referente a producio de etanol durante o processo fermentativo, foi possivel observar
que a F3 apresentou maior produg@o (1,21%) quando comparada a F6 (0,96%). De acordo com
Norberto et al. (2018) e Atalar (2019), esta produg@o de etanol esta relacionada a metabolizago
dos agucares disponiveis, pelas leveduras (Saccharomyces e Candida) e algumas bactérias
(Lactobacillus e Lactococcus), durante o processo fermentativo alcoodlico dos graos de kefir.
Ainda segundo a Resolugdo n° 46 e as normas internacionais de alimentos do Codex
Alimentarius, bebidas fermentadas de kefir devem conter contetido de etanol entre 0,5% e 1,5%
(BRASIL, 2007; FAO/WHO. 2011). Assim pdde se constatar que as F3 e F6 deste estudo estdo

conforme as normas vigentes sendo consideradas como bebidas fermentadas ndo alcoolicas.

5.5 ATIVIDADE ENZIMATICA NA FERMENTACAO DE KEFIR

Visto que durante a fermentagdo de kefir varios processos metabolicos estdo envolvidos
na hidroélise dos agutcares para a produgao de etanol e demais compostos organicos, as enzimas
exercem papel fundamental, uma vez que sdo as principais responsaveis pela catalise, hidrolise
e metabolizagdo para produgdo de novos compostos a partir dos substratos utilizados na
fermentacao dos graos de kefir (GAHRUIE et al., 2015; KONKIT e KIM, 2016; DAS et al.,
2019). Desta forma, foram analisadas as atividades enzimaticas da amilase, inulinase e

peroxidase nas F3 e F6, como mostra a Tabela 9.

TABELA 9. Determinagéo da atividade enzimatica nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC em 24
horas de fermentag?o.

. . sl Formulagdes
Atividade enzimatica (U/mL) F3 Fé
Amilase 9,13 +1,02 9,73+ 0,97
Inulinase 2,03 +1,36 1,28 + 1,01
Peroxidase 28,00 + 3,02 30,50 +2,88

F3 =2,0% agucar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% agticar de coco; 2,0% inulina; 0,26%
goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrio.

A partir dos dados da Tabela 9, foi possivel observar na F6 maior atividade enzimatica
para a amilase e peroxidase; ja na F3 a inulinase teve maior incidéncia, isso pode ser atribuido
ao fato desta formulagdo conter maiores concentragdes de inulina (3,0%) quando comparada a
F6. De acordo com Konkit e Kim (2016), as BAL contribuem para a atividade enzimatica da
amilase e inulinase, uma vez que, estas bactérias metabolizam mais facilmente os aglicares

disponiveis, por meio da hidrolise enzimatica, para a produgdo de etanol quando comparadas a
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outras fontes de agticares como amido, celobiose, arabinose e xilano (CHI et al., 2011). Ghosh
et al. (2015), discorrem em seus estudos que as BAL durante a fermentagdo podem vir a
produzir a-amilase estaveis em pH de até 4,03, a partir da disponibilidade de amido no substrato
utilizado.

Konkit e Kim (2016), ainda, encontraram valores menores para atividade enzimatica
para a amilase de 5,41 U/mL em iogurtes fermentados a base de leite, que os obtidos nesse
estudos Ressalta-se também, que ndo foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram
a atividade enzimatica da inulinase em bebidas fermentadas suplementadas ou ndo com a
inulina.

Outro fator a ser observado ¢ o potencial redox das peroxidases, que ¢ diretamente
influenciado pelo pH, ou seja, quanto menor o pH maior é o potencial redox e,
consecutivamente maior ¢ a velocidade de catélise enzimética pelas peroxidases (LI et al.,
2020). Assim, pdde-se perceber que a F6 apresentou um maior decréscimo de pH em 24 horas
de fermentacao (Figura 11a) e maior atividade enzimatica para a peroxidase quando comparada
aF3 (30,50 e 28,00 U/mL). McCue e Shetty (2005), analisaram formulagdes de iogurte de leite
de soja bioprocessado e suplementado com culturas de kefir de leite a partir da agdo enzimatica
da peroxidase. Os autores observaram que em 48 horas de fermentagao a atividade enzimatica
foi de 2,33 U/mL, sendo este valor inferior a atividade enzimatica para peroxidase obtida, para

este estudo, em 24 horas de fermentacdo (Tabela 9).

5.6 IDENTIFICACAO E VARIEDADE DOS MICRORGANISMOS

A vpartir da extracdo do material genético e sequenciamento agrupado das UTOs,
submetidas a classificacdo taxondmica sequenciadas com pelo menos 99% de identidade de
bancos de referéncia, uma variedade de microrganismos simbioticos (bactérias e leveduras) foi

identificada nos graos de kefir de agua fermentados no EVHC, conforme mostra a Figura 16.



FIGURA 16. Identificagdo de microrganismos presentes em graos de kefir de agua cultivados em substrato de extrato vegetal hidrossoluvel de coco suplementado com inulina
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A biodiversidade da associagdo simbiodtica dos microrganismos encontrados nos graos
de kefir de agua ¢ ampla, sendo as espécies de BAL as que mais predominam nos graos, contudo
¢ possivel observar variagdes de espécies como os Leuconostoc, Lactococos, Streptococos,
Acetobacter, Pseudomonas e Acinetobacter (GAO et al., 2013). Da mesma forma, a variedade
das leveduras nos grios de kefir de agua ¢é caracterizada principalmente pela presenca de
espécies como as Saccharomyces, Kazachstania, Kluyveromyces, Pichia, Issatchenkia e
Dekkera, entretanto outras espécies também podem ser encontradas dependendo do meio de
cultivo dos graos (ZHOU et al., 2009; DIOSMA et al., 2014).

Em relagdo a composicdo das espécies de bactérias nos graos de kefir de agua, pode- se
perceber uma menor variagdo destas em relagdo as leveduras, sendo as espécies mais
predominantes as BAL. Sendo ainda possivel observar a presenca de espécies de BAA, que s@o
caracteristicas em substratos agucarados, nos quais, utilizam como fonte metabdlica o etanol
(proveniente do metabolismo das leveduras) para seu crescimento e viabilidade (DERTLI;
CON, 2017).

Ainda, de acordo com lkram-Ul-Haq e Ali (2007), as leveduras sdo consideradas as
espécies de microrganismos mais diversificadas nos graos de kefir, o que pode indicar que seu
metabolismo ¢ proveniente principalmente de fontes de carbono produzido durante o processo
de fermentacdo. Isto também pode vir a ocorrer devido ao aumento da disponibilidade de
aglcares advindos da suplementagdo de inulina, que estimulam ainda mais o crescimento e
viabilidade das leveduras como as Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia e Lachancea
(SANTOS et al., 2019). Conforme Morrissey et al. (2004), a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que estimula principalmente a producdo de etanol, ¢ a espécie mais predominante

ap6s 24 horas do processo fermentativo do kefir.

5.7 COMPOSICAO CENTESIMAL

A composi¢do centesimal das F3 e F6 nos tempos 0 e 24 horas de fermentacdo dos graos

de kefir estdo dispostas na Tabela 10.
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TABELA 10. Composicdo centesimal das F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC em 0 e 24 horas de
fermentacdo.

Formulacées
Composicio (g/100g) F3 F6
Tempo 0 horas  Tempo 24 horas  Tempo 0 horas Tempo 24 horas

Umidade 91,42+0,02° 90,49 +0,16° 83,72+0,41°  82,26+0,32¢
Cinzas 0,16 + 0,03 * 0,17+0,01°? 0.10 +0,04 0,15+0,10°
Lipideos 2,73 +0,04 2,84+0,18° 3,24+0,07 ® 3,26 +0,07°
Proteinas 0,79 + 0,06 ° 0,95+0,03¢ 0,77+0,11°¢ 0,84+0,12°
Carboidratos 526+0,12° 4,46+0,13 ¢ 13,82 +0,43 ¢ 12,41 +0,34°

Valor energético (Kcal) 53,28+ 0,25 50,54 +1,43" 83,01 £1,729 79,00+ 1,05°¢

F3 = EVHC com 2,0% agucar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = EVHC com 10,0% agtcar de
coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrdo. Condigdes marcadas
com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa com nivel confianga de 95% (p < 0,05).

Conforme os dados da Tabela 10, pode-se observar que os teores de umidade de todas
as formulagdes apresentaram diferenga significativa entre si, sendo que a F6 em 24 horas de
fermentagdo apresentou menor teor de umidade quando comparada as demais. Em relagdo aos
teores de cinzas das formulagdes, estes apresentaram diferenga significativa somente em 24
horas de fermentagdo. Santos et al. (2020), ao avaliarem bebidas fermentadas com BAL em
extratos vegetais de coco e grao de bico, encontraram teores umidade entre 83,04 a 93,65 g/100g
e teores de cinzas entre 0,30 a 0,33 g/100g, sendo que nas bebidas com maiores concentragdes
de agticar (10,0 g/100g) esses teores foram menores. Santos et al. (2019), encontraram em seus
estudos teores de umidade de 92,85 e 90,74 g/100 g e teores de cinzas de 0,41 e 0,39 g/100 g,
para bebidas fermentadas de kefir em extrato vegetal de soja, sem e com adigdo de inulina,
respectivamente. Dados que corroboram com este estudo. Ainda, conforme Atalar (2019), a
umidade se associa diretamente com a estabilidade do alimento, sendo as bebidas fermentadas
de kefir caracterizadas por possuirem altos teores de umidade.

Quanto ao teor lipidico os valores variaram entre as F3 e F6 no tempo 0 a 24 horas de
fermentacgao, no entanto, sem diferenca significativa. Hasan et al. (2006) e Olateru et al. (2020),
atribuem o aumento dos teores de lipideos durante a fermentagao devido a algumas espécies de
leveduras (Lachancea) e BAL (Leuconostoc), presentes nos graos de kefir, possuirem atividade
lipolitica através das enzimas presentes no processo fermentativo, as quais, aumentam as
concentragdes de acidos graxos livres e glicerol. Santos et al. (2020), encontraram em
formulagdes de extratos vegetais de coco e grdo de bico fermentadas com BAL teores lipidicos
de 1,32 a 1,53 g/100g, sem agticar e com adigdo de 10,0 g/100g de agtcar, atribuindo o aumento

lipidico das bebidas fermentadas a composi¢ao do coco, que pode conter até 20,0 g/100g de
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gordura. Neste estudo as formulagdes com maiores concentragdes de agticares (10%) também
apresentaram maiores teores lipidicos.

Em relagdo as proteinas, as F3 e F6 apresentaram um acréscimo significativo em seu
teor proteico em 24 horas de fermentagéo quando comparadas as formulagdes no tempo 0 horas.
Farnworth e Mainville (2008) discorrem que durante o processo de fermentagdo, quando ocorre
a hidrdlise proteica do substrato, maiores quantidades de nitrogénio ficam retidas nas amostras
e, assim, estas sdo quantificadas como proteinas, pelo método de Kjeldahl. Outro fator
responsavel pelo aumento das proteinas pode ser a alta atividade proteolitica dos
microrganismos dos graos de kefir disponibilizar maiores quantidades de peptideos bioativos e
aminoacidos livres como fonte de nitrogénio ao substrato, o que auxilia no aporte proteico das
bebidas fermentadas de kefir (SKRZYPCZAK et al., 2019; TANGYU et al., 2019). Ainda, foi
observado que a F3 apresentou maiores teores de proteinas durante a fermentagdo quando
comparada a F6. De acordo com Atalar (2019), valores de pH altos podem resultar em um
aumento do teor proteico, uma vez que, valores de pH muito baixos (maior acidez) causam
desnaturacdo e perda das proteinas durante o processo fermentativo da bebida.

Grasso, Alonso-Miravalles e O’Mahony (2020), avaliaram a composigdo nutricional de
iogurtes a base de plantas, os quais, obtiveram em iogurtes de coco teores proteicos de 0,60
g/100g, resultados proximos aos desse estudo (Tabela 10). Ja nos estudos realizados por Jeske
etal. (2017a) e Singhal et al. (2017), em amostras de leite de coco comercial os valores proteicos
encontrados foram inferiores a 1,0 g/100g. Santos et al. (2020), ao avaliarem bebidas
fermentadas com BAL em extratos vegetais de coco e grdo de bico, encontraram valores de
proteinas entre 1,27 e 1,15 g/100g em formulagdes sem adigdo de agucar e com adi¢do de 10,0
g/100g de agulcar, respectivamente. De acordo com Patil e Benjakul (2018), baixos teores
proteicos em bebidas com EVHC ja so esperados, uma vez que o coco nio é considerado um
alimento fonte de proteinas.

Os teores de carboidratos, apresentaram reducéo significativa nas formulagdes entre os
tempos 0 a 24 horas de fermentagdo, o que ja era esperado, porque durante o processo
fermentativo os aglicares disponiveis sdo metabolizados pelos microrganismos para produgio
de acidos e compostos organicos. Outro fato a ser considerado ¢ o célculo realizado por
diferenca, uma vez que nas F3 os teores dos demais nutrientes foram superiores as F6, o que
consecutivamente atribui menores teores de carboidratos a F3. Santos et al. (2020), encontraram

em formulagdes de bebidas fermentadas de coco com grio de bico o conteudo total de
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carboidratos de 3,07 a 14,22 g/100g com diferentes concentragdes de agucar (2,5 a 10,0 g/100g).
Grasso, Alonso-Miravalles ¢ O’Mahony (2020), encontraram em seu estudo teores de 8,0 g/100
g de carboidratos em iogurtes de coco, sendo que associaram este aumento a adigdo de aditivos
como amido, pectina e agar, que disponibilizaram maiores concentra¢cdes de hidratos de
carbono nas formulag¢des do iogurte de coco.

Ainda, no tempo de 24 horas de fermentagao o valor energético (kcal) foi menor (53,28
para 50,54 kcal/100g) em comparagdo as formulagdes no tempo 0 horas (83,01 para 79,00
kcal/100g). Santos et al. (2020), encontraram valores energéticos de 31 a 74 kcal para bebidas
fermentadas com extrato de coco e grao de bico, os quais, associaram o aumento do valor
energético a maior adicdo de agucar. Santos et al. (2019), em formulacdes de bebidas
fermentadas com extrato de soja adicionadas com 3,5% m/v de inulina, os valores energéticos
foram de 42,29 kcal. Dados que corroboram com este estudo.

As diferencas nutricionais encontradas entre as formulagdes (Tabela 10) podem ser
justificadas pela heterogeneidade das matérias-primas dos componentes basicos das
formulagdes, bem como pelas proporgdes utilizadas. Conforme Patil e Benjakul (2018), as
propriedades do produto final dependem da qualidade da matéria-prima utilizada, bem como
do método de extragdo, homogeneizagdo, emulsificagdo e armazenamento. Ainda, a
fermentagdo pode auxiliar melhorando algumas caracteristicas e propriedades nutricionais e

sensoriais (TANGYU et al., 2019).

5.8 ANALISE DE COR

Quanto aos parametros de cor das F3 e F6 nos tempos 0 e 24 horas de fermentagdo dos
graos de kefir no EVHC foram analisadas a luminosidade (L*), o d4ngulo Hue (H®) e croma

(C*), como mostra a Tabela 11.

TABELA 11. Parametros de cor L*, H° ¢ C* das F3 ¢ F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC em 0 e 24 horas
de fermentagéo.

Formulagdes L* H° C*
F3 tempo 0 horas 74,85+2,73° 71,44 +£2,83* 13,27 +£5,78 *
F3 tempo 24 horas 76,61 £2,92¢ 73,97 +0,72* 16,57 7,64 ¢
F6 tempo 0 horas 68,31+£1,75¢ 65,87 +5,77° 15,70 +2,58 ¢
F6 tempo 24 horas 73,09+ 1,86¢ 73,16 + 0,652 25,53 +£3,02°

F3 = EVHC com 2,0% agucar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = EVHC com 10,0% agtcar de
coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média + desvio padrdo. Condigdes marcadas
com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa com nivel confianga de 95% (p < 0,05).
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Em relagdo a coloragdo, verificou-se uma variagdo significativa do valor L* das
formulagdes no tempo 0 horas de fermentagdo em comparagéo ao tempo de 24 horas. De acordo
com Zelovitis et al. (2016), valores de L* variam de 0 (L* totalmente escuro) a 100 (L*
totalmente claro) e o H® € usado para indicar a tonalidade, no qual, 0° ¢ vermelho, 90° amarelo,
180° verde e 270° azul. Referente ao H° apenas a F6 no tempo 0 horas de fermentagdo teve
diferenca significativa quando comparada as demais formulagdes. J4 os valores de croma
apresentaram diferenca significativa em todas as formulagdes independente do tempo de
fermentagdo. Segundo Bem et al. (2012), a cromaticidade (C*) esta relacionada a saturagdo de
cor, onde valores proximos a 0 expressam cores mais acinzentadas e quando proximos a 60,
cores mais intensas e vividas. Assim, ¢ possivel observar que todas as formulagdes ficaram
proximas a 90 H®, com valores de L* proximos ao branco e C* mais proximos a 0 do que 60,
indicando uma coloragdo branca amarelada acinzentada. Ressaltando ainda que o processo de
fermentacdo em até 24 horas tornou as formula¢des mais brancas.

Amirah et al. (2020), ao avaliarem o processo de fermentagdo em iogurtes a base de
coco relatam em seus estudo que ja ¢ esperada a coloragdo branca devido ao processo de
desnaturagao e hidrdlise dos componentes da formulago. Ainda, Ma et al. (2015) e Peyer et al.
(2016), discorrem em seus estudos que a cor mais branca na fermentagéo corresponde tanto a
cor da matéria-prima utilizada quanto a presenga de particulas insoluveis que atuam como

particulas de dispersdo da luz.

6. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a utilizagdo do EVHC como substrato fornece contribuigdes
importantes quanto aos aspectos tecnologicos e de bioprocessos para o seguimento de bebidas
fermentadas com graos de kefir. A adigdo de inulina proporcionou aumento da viscosidade nas
formulagdes desenvolvidas e teve interagdo significativa quanto ao crescimento celular dos
graos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produgao de acidez, principalmente no tempo
de até 24 horas de fermentaggo. Ainda, foi possivel observar que EVHC adicionado de inulina
e aglcar de coco ¢ uma matriz viavel para a viabilidade e manutencdo dos microrganismos
presentes nos graos de kefir de agua, favorecendo principalmente as BAL e as leveduras.
Referente a composi¢ao nutricional, a bebida fermentada de kefir no EVHC apresentou baixos

teores caloricos (Kcal) e proteicos e alto conteudo lipidico. Adicionalmente, o processo
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fermentativo contribuiu de forma significativa para agregar valor nutricional além de aumentar
a brancura da bebida obtida. Assim, pdde-se constatar que os grdos de kefir de agua
apresentaram um grande potencial de adaptag@o ao substrato de EVHC em até 24 horas de
fermentagdo, favorecendo o desenvolvimento de uma bebida fermentada nao lactea que pode
vir a ser uma alternativa de produto alimentar para pessoas com intolerancia a lactose, alérgicas

a laticinios e veganas.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar analise sensorial, a fim de se avaliar a aceitagdo do produto desenvolvido, bem
como analises microbiologicas como a contagem de bactérias lacticas e leveduras especificas
(UFC/g) conforme a legislacdo vigente. Também sugere-se estudar a durabilidade da bebida

fermentada quanto a vida de prateleira.
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