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25 ± 1 °C
, totalizando 11 ensaios (F1 a F11). 

As variáveis independentes do DCC foram concentrações de açúcar de coco (2,0; 6,0 e 10,0%); inulina (2,0; 2,5 e 
3,0%) e goma xantana (0,0; 0,13 e 0,26%) e as variáveis dependentes foram crescimento celular dos grãos de kefir, 
rendimento da bebida fermentada e produção de ácido láctico. As formulações também foram analisadas quanto 
aos valores de pH, sólidos solúveis (SS) e produção de CO2 nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentação. A partir 
da aplicação de uma análise de componentes principais (ACP) foi observado que as F3 e F6 foram as formulações 
que mais se correlacionaram inversamente entre si e em relação as demais, com acidez de 0,68 e 0,88g/100mL de 
ácido láctico, pH entre 4,5 e 4,8, produção de CO2 de 8,2 a 16,81% e SS de 6,69 e 7,40 ºBrix, em 24 horas de 
fermentação. Assim, estas foram analisadas de forma independente quanto à caracterização físico-química, 
composição de açúcares, compostos orgânicos e atividade enzimática. Quanto ao delineamento fatorial a adição 
de açúcar de coco, inulina e goma xantana apresentaram resultados estatisticamente significativos (p 0,05) 
quando analisadas como variáveis independentes ou com interações entre si, na bebida fermentada de kefir no 
EVHC. Ainda, a partir dos dados da Análise de Variância (ANOVA), pôde-se observar que o modelo de regressão, 
para o crescimento celular dos grãos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produção de ácido láctico, foi 
estatisticamente significativo em um nível de confiança de 95%, com coeficientes de determinação (R2) iguais a 
98,46%, 91,68% e 83,00%, respectivamente. A taxa de crescimento celular dos grãos foi maior quando as 
concentrações de inulina ficaram próximas a 2,8 e 3,0% e com concentrações de até 0,15% de goma xantana, 
obtendo taxa de crescimento de até 90%. O rendimento e a produção de ácido láctico da bebida fermentada de 
kefir ficaram entre 80 a 82,5% e 1,2 a 1,25%, respectivamente, quando as concentrações de goma xantana e açúcar 
de coco aumentaram entre 0,26% e 10,0%. Conforme a identificação dos microrganismos, houve maior 
prevalência das leveduras em relação as bactérias, isso pode ter ocorrido devido às altas concentrações de açúcares 
disponíveis no substrato de EVHC e pela adição de inulina. Referente às concentrações de açúcares e compostos 
orgânicos, nas F3 e F6, a metabolização dos açúcares foi direcionada principalmente para a produção de etanol e 
ácido acético. Ainda, foi possível observar maior atividade enzimática de amilase e peroxidase para a F6 e de 
inulinase para a F3, devido ao fato desta formulação conter maiores concentrações de inulina. Referente à 
composição centesimal, as F3 e F6 fermentadas com o kefir apresentaram maiores teores de lipídeos (2,84 e 3,26 
g/100g) e proteínas (0,95 e 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 formulações avaliadas apresentaram altos teores de umidade e baixos valores de 
carboidratos. Tanto as F3 e F6 fermentadas com kefir, e sem fermentar apresentaram coloração branca amarelada 
acinzentada. Assim, pôde-se constatar que os grãos de kefir de água apresentaram um grande potencial de 
adaptação no EVHC em até 24 horas de fermentação. Adicionalmente, favoreceu o desenvolvimento de uma 
bebida fermentada não láctea que pode vir a ser uma alternativa de produto alimentar para pessoas com intolerância 
à lactose, alérgicas a laticínios e veganas.  
 
Palavras-chave: Kefir de açúcar; fibras; leite vegetal; bioprocessos; vegano.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

The use of water-soluble vegetables - -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 CO2 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, CO2 production from 8.2 to 16.81% and SS of 6.69 and 7.40 ºBrix, 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, 

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 (R2) 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 

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. INTRODUÇÃO  

 

O mercado alimentício para consumidores vegetarianos e/ou veganos tem apresentado 

um crescimento significativo em vários países (VÄKEVÄINEN et al., 2020). Em 2019 as 

vendas globais destes produtos alimentícios obtiveram valores de aproximadamente 55 bilhões 

de dólares, com perspectiva de atingir 60 bilhões de dólares até 2023 (CONWAY, 2019). Ainda 

conforme a Euromonitor International (2019), aproximadamente 20% dos consumidores dos 

principais mercados mundiais declararam ter a intenção de aumentar o consumo de alimentos 

de origem vegetal e reduzir os de origem animal. 
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(Cocos nucifera L.)  possuem elevado valor 

nutritivo, energético e lipídico (NEPA-UNICAMP, 2011). Contudo, a composição nutricional 

do EVHC dependerá da qualidade do coco e da eficiência dos métodos de obtenção do extrato 

vegetal hidrossolúvel (  

 

BEDIN et al, 2018

não sendo digerida no trato gastrointestinal pela enzima -

amilase, exercendo assim, ações benéficas nos processos fisiológicos e bioquímicos 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 formação de géis e quando 

combinada com outros ingredientes, como gomas e surfactantes, pode vir a melhorar a textura 

do alimento (DAS et al., 2019). Já o açúcar de coco se caracteriza por conter aproximadamente 

80% de sacarose, 3% de glicose e 7% de frutose, com baixo índice glicêmico (IG) entre 35 e 
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54 quando comparado aos açúcares refinados (cana-de-açúcar e/ou beterraba), além disso  

possui aroma característico de coco, sabor doce caramelizado e coloração marrom (BECK, 

2018; WRAGE et al., 2019; MAMMEN et al., 2020).  

 

 

2. OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Elaborar e caracterizar uma bebida fermentada vegana a partir de grãos de kefir de água 

adaptados no substrato de extrato vegetal hidrossolúvel de coco (EVHC) com adição de inulina, 

açúcar de coco e goma xantana. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Desenvolver uma bebida fermentada que atenda as exigências dos consumidores 

veganos utilizando grãos de kefir de água; 

 Estudar a influência da concentração de açúcar de coco, inulina e goma xantana no 

substrato de EVHC aplicado para a fermentação com kefir de água nos tempos 0, 24 e 

48 horas a partir de um delineamento fatorial;  

 Estudar os efeitos da adição da inulina, quanto aos parâmetros fermentativos e 

composição físico-química, na bebida fermentada de kefir; 

 Avaliar as atividades enzimáticas das enzimas inulinase, -amilase e peroxidase na 

bebida fermentada de kefir;  

 Identificar os microrganismos presentes nos grãos de kefir de água adaptados ao 

substrato do extrato vegetal hidrossolúvel de coco; 

 Determinar a composição centesimal da bebida fermentada de kefir; 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

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 proteína animal, como ovos e derivados 

lácteos. Já os veganos restringem totalmente o consumo de alimentos e produtos (cosméticos, 

roupas, entre outros) de origem animal (FREIRIA et al., 2017; RÉVILLION et al., 2020). Sendo 

classificados de quatro formas pela Sociedade Vegetariana do Brasil  

Ovolactovegetarianismo: consome leite, laticínios e ovos; (b) Lactovegetarianismo: consome 

leite e laticínios; (c) Ovovegetarianismo: consome ovos; (d) Vegetarianismo estrito e 

veganismo: não consome ou utiliza  

Dessa forma, a escolha de uma dieta vegetariana ou vegana, pode ter diferentes 

motivações para os consumidores, como por questões éticas, religiosas e socioeconômicas 

(QUEIROZ; SOLIGUETTI; MORETTI, 2018). Além disso, também há a preocupação com a 

sustentabilidade e os impactos ambientais dos sistemas produtivos e os impactos da alimentação 

no bem-estar animal (RUBY, 2012; DIAS et al., 2016). Ainda, os consumidores podem atribuir 

a dieta vegetariana , uma vez que, alguns estudos evidenciam que hábitos 

alimentares baseados em frutas e vegetais minimamente processados ou plant-based trazem 

benefícios à saúde (ROSENFELD, 2019).  

O mercado de alimentos para os consumidores vegetarianos e/ou veganos vem se 

apresentando como um nicho de forte crescimento mundial (VÄKEVÄINEN et al., 2020; 

RÉVILLION et al., 2020). Conforme Conway (2019), em 2019, as vendas globais de produtos 

veganos atingiram o valor de aproximadamente 55 bilhões de dólares, com perspectiva de 

chegar em mais de 60 bilhões de dólares em 2023. Ainda de acordo com a Euromonitor 

International (2019), aproximadamente 20% da população dos principais mercados mundiais 

tem a intenção de reduzir o consumo de alimentos de origem animal.   

No Brasil em 2017, 14% da população se declarou como vegetariana (equivalente a 29,2 

milhões de pessoas) e 63% gostaria de reduzir o consumo de carnes. Ainda segundo a pesquisa, 

60% dos entrevistados têm a intenção de compra voltada para produtos veganos, no entanto o 

preço desses produtos foi considerado elevado em relação aos de origem animal (IBOPE, 2018). 
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Conforme a Associação Brasileira de Supermercados - ABRAS (2017), a oferta de 

produtos veganos ainda é menor que a demanda de consumidores. De acordo com os estudos 

realizados pela Federação das Indústrias do Estado de São Paulo  FIESP (2018), os produtos 

vegetarianos e/ou veganos têm se tornado mais atrativos aos consumidores brasileiros, por 

também atenderem às necessidades do público celíaco ou que possui alergia e/ou intolerância 

aos produtos lácteos, assim como aqueles interessados em produtos naturais, sem aditivos ou 

orgânicos e sustentáveis, que contenham selos de qualidade e informações sobre sua origem. 

Segundo Révillion et al. (2020), no Brasil ainda há poucas bebidas com selo de certificação 

vegana, diferente de outros países como o Canadá que possui selo em sucos, cafés, água 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 

à substituição aos lácteos e em 56% nas bebidas fermentadas veganas do tipo iogurte. Sendo 

que a soja é a principal matéria-prima utilizada no mercado destas bebidas (JESKE; ZANNINI; 

ARENDT, 2017a). Desta forma, a indústria alimentar tem investido em pesquisas e tecnologias 

que visem à viabilidade de outras matérias-primas para diversificar estes produtos e atender a 

demanda de consumidores alérgicos ao leite e à soja, como na utilização de extratos vegetais 

hidrossolúveis alternativos (RUBY, 2012; VÄKEVÄINEN et al., 2020). A 

partir disso, alguns estudos apresentam preparações e formulações de extratos vegetais 

hidrossolúveis, como o leite de avelã, quinoa, caju, baru, grão de bico, coco, entre outros 

(ATALAR, 2019; VÄKEVÄINEN et al., 2020; CO et al., 2020; SILVA et al., 2020; WANG et 

al., 2020; RINCON; BRAZ ASSUNÇÃO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020). 

 

3.2 EXTRATOS VEGETAIS HIDROSSOLÚVEIS  

 

Os extratos vegetais 

(RUBY, 2012; 

RINCON; BRAZ ASSUNÇÃO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020) O consumo deste tipo de 

bebida se tornou comum por consumidores que são intolerantes a lactose, alérgicos a proteína 

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 viável pode se 

apresentar como uma boa fonte nutricional. Ressalta-se ainda que há alternativas como produtos 
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sem lactose e a enzima lactase para intolerantes à lactose, no entanto, para alérgicos e veganos, 

a única opção seria a utilização dos leites vegetais (VANGA e RAGHAVAN, 2018). 

Os extratos vegetais hidrossolúveis podem ser obtidos à base de cereais, pseudocereais, 

sementes, nozes, frutas e vegetais, que podem se apresentar como extratos líquidos, suspensões 

coloidais ou emulsões (MAKINEN et al., 2016; JESKE et al., 2017a; RINCON; BRAZ 

ASSUNÇÃO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020). A Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), Resolução n° 268, estabelece que os extratos vegetais 

alimentos obtidos a partir de partes proteicas de espécie(s) vegetal(is), podendo ser 

apresentados em grânulo, pó, líquido, ou outras formas com exceção daquelas não 

convencionais para alimentos. Podendo também ser adicionados de outros ingredientes, desde 

. Ainda de acordo com a Resolução n° 272, podem ser 

definidos como produtos obtidos a partir de partes comestíveis de espécies vegetais, que 

podem passar por processos de floculação, extrusão, congelamento, laminação, fermentação, 

cocção  

Em relação a composição nutricional dos extratos vegetais, esta depende da qualidade e 

tipo de matéria-prima e método de processamento realizado na produção (MAKINEN et al., 

2016). Segundo Singhal et al. (2017), extratos vegetais à base de amêndoas, nozes, arroz, quinoa 

e aveia possuem baixos teores de proteínas e minerais como cálcio e ferro em comparação ao 

leite de vaca e à soja. Frente a isso, pode se citar como uma desvantagem comum de alguns 

extratos vegetais hidrossolúveis o baixo teor proteico (JESKE et al., 2017b).  

O extrato vegetal hidrossolúvel mais utilizado é o de soja, entretanto, 14% dos 

consumidores com alergia à proteína do leite de vaca também apresentam reações adversas à 

soja (MIN et al., 2018). Ainda, outras alternativas de extratos vegetais hidrossolúveis como de 

nozes e amêndoas podem ser considerados alergênicos (VOJDANI; TURNPAUGH; 

VOJDANI, 2018; PAUL; KUMAR; SHARMA, 2019). Com isso, outras opções de extratos 

vegetais hidrossolúveis devem ser exploradas, a fim de se excluir alérgenos, possuir baixo 

custo, fácil acesso e ser sensorialmente agradável, incluindo assim mais consumidores 

(RINCON; BRAZ ASSUNÇÃO BOTELHO; DE ALENCAR, 2020). 

O extrato vegetal hidrossolúvel à base de coco (seco) é uma opção interessante devido 

possuir cor branca semelhante ao leite e altos teores de lipídeos, além de ser sensorialmente 

bem aceito (ZHU et al., 2014). Este é obtido a partir do fruto do coqueiro, que como matéria-

prima possui grande relevância, uma vez que, fornece vários tipos de produtos e subprodutos. 
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Além disso, seu aproveitamento vai desde a raiz até a estipe, inflorescência, folhas, caule, casca 

e fruto (LODY, 2011). A partir do fruto podem ser adquiridos produtos alimentares como a 

água do coco verde, óleo, coco ralado, amêndoa de coco e o extrato vegetal, conhecido 

popularmente como leite de coco , sendo ainda obtido o açúcar de coco a partir da  seiva da 

flor do coco (SABBE, 2008; CARVALHO e COELHO, 2009; WRAGE et al., 2019). 

No Brasil a produção do coco se destina principalmente para água de coco e na forma 

seca (in natura) ou industrialmente como coco ralado, óleo de coco , sendo sua 

comercialização realizada durante todo o ano (MARTINS; JESUS JÚNIOR, 2014). Em relação 

ao mercado mundial do coco o Brasil tem participação mínima, com exportações que chegaram 

a 1,5 milhões de dólares entre 2017 e 2018, sendo que entre este biênio a produção de coco no 

Brasil foi de 5,54 milhões de toneladas e o consumo de 5,52 milhões de toneladas; já os maiores 

produtores mundiais como as Filipinas, Indonésia e a Índia foram responsáveis por 83,3% da 

produção e 84,2% do consumo (BRAINER, 2018). Quanto ao consumo de coco no Brasil este 

é preferencialmente na forma de água de coco com per capita de aproximadamente 0,32 L/ano 

e com perspectivas de crescimento no consumo de 20% ao ano (MARTINS, JESUS JÚNIOR, 

2014). Já seu preço seco é em média quatro vezes maior que o do coco verde, sendo que entre 

janeiro a julho seu valor seco é maior (3,16 R$/kg) em relação ao restante do ano (2,41 R$/kg) 

(AGRIANUAL, 2017).  

De acordo com a Resolução n° leite de coco  é definido como uma emulsão 

aquosa extraída do endosperma do coco (Cocos nucifera L.), por processamentos mecânicos 

ANVISA, 1978). Ainda, conforme Jiang, Xiang e Wang (2016), esta emulsão se 

dá de forma natural, a partir da estabilização das proteínas presentes no fruto. Nutricionalmente, 

é um produto alimentar rico em aminoácidos 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 proteínas, 42,0 g de lipídeos, 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 composição nutricional vai depender da qualidade do coco e eficiência do 

método de extração do extrato vegetal hidrossolúvel (MAKINEN et al., 2016; WANG et al., 

2020). Segundo os estudos de Patil e Beniakul (2018), diferentes proporções de água para coco 

na produção do extrato vegetal hidrossolúvel não interferem na extração das proteínas e 

lipídeos. Adicionalmente, pode ainda apresentar concentrações de antioxidantes, minerais 
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(ferro, magnésio e zinco) e altas quantidades de lipídeos como ácidos graxos saturados, 

principalmente o ácido láurico (C12:0) e triglicerídeos de cadeia média (BALOGUN et al., 

2016; SETHI et al., 2016).  

Por outro lado, ressalta-se que há controvérsias de que o consumo excessivo de gorduras 

saturadas pode vir a ser prejudicial à saúde, (HOOPER et al., 2020). No entanto, de acordo com 

Astrup et al. (2020), metanálises de estudos randomizados e observacionais quanto a redução 

no consumo de ácidos graxos saturados não apresentaram efeitos significativos em doenças 

cardiovasculares (DCV). Ainda foi evidenciado que os triglicerídeos de cadeia média do coco 

apresentam efeitos benéficos no metabolismo lipídico e o ácido láurico pode vir a reduzir os 

níveis de colesterol total e frações das lipoproteínas 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 

consideração os demais nutrientes e compostos presentes no coco, uma vez que os benefícios 

deste alimento estão associados a um conjunto de macronutrientes e estes não devem ser 

previstos de forma isolada.  

O extrato vegetal de coco possui várias formas de aplicabilidade em produtos, pois, 

oferece características sensoriais e tecnológicas adequadas, podendo ser utilizado como 

ingrediente em preparações ou ainda como substrato em processos fermentativos, como por 

exemplo, em grãos de kefir.  

 

3.3 AÇÚCAR DE COCO 

 

Os consumidores têm buscado por substituições ao uso de açúcares refinados, optando 

por edulcorantes ou açúcares orgânicos, como o mascavo, demerara e atualmente o açúcar de 

coco, conhecido também como açúcar de palma. Tais aspectos se dão pelo fato de que o 

consumo excessivo de açúcares refinados pode estar associado às doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT) (WRAGE et al., 2019). Entretanto, apesar do açúcar de coco se 

apresentar como uma melhor opção em relação aos açúcares refinados, quimicamente não 

difere dos demais açúcares, 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 açúcar de coco ou de palma ainda é pouco conhecido no mercado e há poucos estudos 

sobre este produto na literatura. Sua produção é realizada de forma local e artesanal por 

pequenos agricultores e seu consumo advém, tradicionalmente de países asiáticos como a 

Indonésia, Filipinas e Índia (ALEXANDRU GRUMEZESCU, 2019; WRAGE et al., 2019). 

Este é 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. Há aproximadamente 

15 g de açúcar em 100 g de seiva e a produção do açúcar de coco não é padronizada (BAFPS, 

2010; HEBBAR et al., 2015). A partir da coleta da flor de coco, a seiva é retirada e armazenada 

em recipientes de polietileno ou bambu de 8 a 12 horas, afim de se evitar a fermentação do 

líquido, em seguida é aquecida até que ocorra sua cristalização em açúcar (HEBBAR et al., 

2015). O açúcar obtido passa por processo de peneiramento até atingir uma granulometria fina 

e sua coloração pode variar de marrom clara a escura, dependendo do tempo de aquecimento 

da seiva (reação de Maillard) (Figura 1) (APRIYANTONO et al., 2002; PHILIPPINE 

COCONUT AUTHORITY - PCA, 2015).  

 

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

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

 

Sensorialmente, o açúcar de coco possui sabor doce caramelizado (semelhante ao 

mascavo) e aroma de coco, com doçura próxima ao açúcar refinado, sendo possível a 

substituição de 1:1 m/m (WRAGE et al., 2019). Em relação aos açúcares refinados o açúcar de 

coco possui a vantagem de conter maior valor nutricional agregado, uma vez que, não passa por 

processo de refinamento (MAMMEN et al., 2020). Segundo a Philippine Coconut Authority  

PCA (2015) e Jose et al. (2017), o açúcar de coco pode conter minerais (Fe, Zn, Ca, K, P, Na, 
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Mg), vitaminas (Complexo B1,3,5,7,9 e vitamina C), além de alguns ácidos graxos de cadeia 

curta, polifenóis e antioxidantes. Sendo que ainda, se caracteriza por conter baixo índice 

glicêmico entre 35 e 54 quando comparado aos açúcares refinados, como o de cana-de-açúcar 

(IG 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 índice glicêmico do açúcar de coco advém das fibras 

solúveis presentes neste, como a inulina, que pode vir a retardar a absorção da glicose pelo 

organismo.  

Ressalta-se que como o açúcar de coco não possui padronização no processo de 

produção, pode vir a conter aditivos de açúcares de plantas C4 (cana-de-açúcar), amido, glúten 

e óleo, sendo que estes podem ser atribuídos também aos métodos tecnológicos para aumentar 

o rendimento do açúcar (WRAGE et al., 2019).  

Quanto a sustentabilidade, a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação, atribuiu o açúcar de coco como o açúcar mais sustentável , uma vez que, os 

coqueiros têm durabilidade de mais de 25 anos e utilizam menos água quando comparados à 

cana-de-açúcar (SASS, 2017).  

 

3.4 INULINA  

 

A inulina e os fruto-oligossacarídeos (FOS) são considerados carboidratos complexos, 

devido as suas características como ingredientes alimentares não-digeríveis (fibras 

alimentares), exercendo assim, ações funcionais nos processos fisiológicos e bioquímicos do 

organismo (GUPTA et al., 2019). Conforme as normas da ANVISA, os produtos alimentares 

suplementados com inulina ou FOS devem fornecer no mínimo 2,5 g por porção, sendo 

recomendado um consumo diário mínimo de 5 g para se obter efeitos benéficos à saúde 

(ANVISA, 2016). 

Assim a inulina é definida como um carboidrato complexo ou fibra alimentar solúvel, 

constituída por polímeros e oligômeros lineares de frutose, chamados de frutanas (GUPTA et 

al., 2019). Estas frutanas dividem-se em dois grupos gerais: a oligofrutose e os fruto-

oligossacarídeos (SAAD, 2006). Estes compostos são encontrados naturalmente em alimentos 

de origem vegetal, como em cereais e frutos secos (AL-SHERAJI et al., 2013). Sendo que a 

inulina pode ser comercialmente obtida a partir da alcachofra de Jerusalém (Helianthus 
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tuberosus), da chicória (Cichorium intybus) e através de sua hidrólise parcial (oligofrutose) ou, 

ainda, pela síntese enzimática da sacarose (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 2012; 

COOPER et al., 2015). As frutanas caracterizadas como inulina, são os polissacarídeos não-

estruturais mais presentes na natureza, após o amido. São quimicamente compostas por cadeias 

lineares de carboidratos e a sua molécula é constituída por ligações - - 

frutosil-fruto -D-glicose (SAAD, 2006). Como 

mostra a Figura 2. 

 

FIGURA 2. Estrutura molecular da inulina 

 
FONTE: Figura adaptada de GUPTA et al., 2019. 

 

Devido às moléculas com ligações - - frutosil-frutose, a inulina não 

é digerida, hidrolisada e/ou absorvida pelas enzimas presentes no trato-gastrointestinal, no qual, 

pode vir a ser metabolizada pelas bactérias do cólon intestinal, trazendo assim benefícios no 

aumento da absorção de minerais e íons e atuar como imunoprotetora (BONNEMA et al., 2010; 

GUPTA et al., 2019). Também é considerada como prebiótica e possui baixo IG (46), com valor 

calórico de 1,5 kcal/g-1 (SIMSEK et al., 2017). 

Ainda, a inulina se caracteriza por ser hidrofílica, ou seja, se solubiliza na água em 

concentrações de até 12 g/L. Quando hidratada forma dispersões coloidais viscosas ou géis, 

sendo que sua solubilidade depende do peso molecular, grau de polimerização e temperatura 

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

THOMPKINSON, 2010).  

O grau de polimerização 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 relação 

aos FOS, o que lhe confere maior capacidade de viscosidade (formação de géis), melhorando 

assim a textura e estabilidade de produtos alimentares, como em bebidas fermentadas 

(PIMENTEL et al., 2012). Além disso, sua capacidade de formação de gel pode ser aumentada 

e melhorada, através da sua combinação com outros ingredientes, como gomas e surfactantes 

em misturas formuladas até que se atinja a textura desejada (DAS et al., 2019). A partir destas 

características, quando misturada com água e/ou leite forma micro cristais com textura cremosa 

e suave semelhante à gordura, devido a isso, sua aplicação tem sido utilizada de forma 

tecnológica como um modificador reológico em substitutos de gorduras e açúcares, reduzindo 

o valor energético total dos produtos alimentares, em torno de 2 kcal/g, valor consideravelmente 

baixo em relação aos ingredientes que pode substituir (4 kcal/g para açúcares e 9 kcal/g para 

gorduras)  (SHOAIB et al., 2016; DAS et al., 2019). Por meio disso, a inulina tem sido aplicada 

em formulações de vários produtos como, iogurtes, sorvetes, mousses, sobremesas cremosas, 

entre outros. 

 

3.5 BEBIDA FERMENTADA DE KEFIR DE ÁGUA 

 

O kefir de água, também conhecido como kefir açucarado, é uma bebida fermentada 

obtida a partir do processo fermentativo dos grãos de kefir em uma solução aquosa de sacarose 

(FELS et al., 2018). Sendo uma de suas principais características o seu meio de cultivo versátil, 

uma vez que, seus grãos crescem em diferentes substratos além da solução de sacarose, como 

em melado, mel, suco de frutas e vegetais, e extratos hidrossolúveis 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 têm origem conferida às regiões montanhosas do Cáucaso e dentre 

os países que mais consomem os grãos de kefir de água estão os Estados Unidos, México, 

Canadá, Japão, Tailândia, Malásia, França, Grécia, Turquia, Romênia, Rússia, 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 possível encontrar o kefir de 

água tibico , tibi ,  

    e 

 Segundo Prado et al. (2015), já estão disponíveis 

comercialmente uma vasta variedade de bebidas fermentadas de kefir, como kefir tradicional, 

zero lactose, baixo teor e/ou zero gordura, vegano (à base de frutas e vegetais), tipo grego, entre 

outros, em países como o Canadá, Estados Unidos e Reino Unido.  

A fermentação dos grãos de kefir de água geralmente é realizada em temperaturas entre 

20 a 30 °C sob condições anaeróbicas entre 24 a 96 horas, até o pH de aproximadamente 4,6, 

resultando em uma bebida fermentada levemente adocicada, ácida e efervescente com aroma 

frutado (YÉPEZ et al., 2019; MALDONADO et al, 2020). Durante o processo de fermentação 

ocorre a produção de ácido láctico, dióxido de carbono (CO2), etanol, ácido acético, ácido 

glucônico e vários outros produtos, incluindo compostos aromáticos voláteis formados pela 

associação simbiótica dos microrganismos presentes nos grãos (LAUREYS; De VUYST, 2014; 

). Estas substâncias advindas da fermentação conferem características 

sensoriais desejáveis à bebida fermentada final como: textura suave e consistência um pouco 

espessa (devido ao glicerol, polissacarídeos, etc.), sabor levemente ácido e efervescente (devido 

à presença do etanol) e aroma frutado (devido aos ésteres) (FIORDA et al., 2017). 

Os tipos de fermentações mais comuns dos grãos de kefir são: lácticas, alcoólicas e 

acéticas (VIANA et al., 2017). Sendo a fermentação láctica relacionada a acidez da bebida e é 

utilizada como indicador na extensão de vida de prateleira e preservação das bebidas 

fermentadas, atuando como um conservante natural. A fermentação alcoólica é utilizada a partir 

da metabolização de açúcares em bebidas fermentadas como cervejas e vinhos, que quando 

destiladas promovem a obtenção de bebidas com elevado teor alcoólico. A fermentação acética 

é atribuída principalmente a produção de vinagre (YÉPEZ et al. 2019; MALDONADO et al., 

2020).   

A fermentação dos grãos de kefir é realizada a partir de uma associação simbiótica de 

leveduras, bactérias do ácido láctico (BAL) e bactérias do ácido acético (BAA) (GAROFALO 

et al., 2015; BOURRIE et al., 2016; ). Os microrganismos mais comuns 

citados pela literatura são as BAL (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e Streptococcus 

spp.), BAA (Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida e Torula) 

(LEITE et al., 2013a; NIELSEN, GÜRAKAN e ÜNLÜ, 2014; FIORDA et al., 2017). Contudo, 
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a composição e associação destes microrganismos no kefir tende a variar de acordo com a 

origem dos grãos, o método de cultivo e substratos utilizados na fermentação (GULITZ et al., 

2011; KOH et al., 2018; ). Ainda, podem ser citadas as culturas de kefir para 

produção industrial, entretanto estas possuem número limitado de microrganismos, os quais, as 

cepas são selecionadas e isoladas para a fermentação (DAVRAS; GUZEL-SEYDIM; TAS, 

2018). 

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

frequência nos grãos do kefir de água.  

 

TABELA 1. Microrganismos comumente encontrados nos grãos de kefir de água 
Grupo de 

microrganismos 
Gênero  Microrganismos 

Bactérias 

Acetobacter  A. fabarium, A. orientalis, A. lovaniensis. 

Lactobacillus  

L. brevis, L. buchneri, L. casei sub sp. casei, L. 
casei sub sp. rhamnosus, L. diolivorans, L. 

fermentum, L. harbinensis, L. hilgardii, L. hordeii, 
L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. lactis, L. mali, L. 

nagelli, L. paracasei, L. parafarraginis, L. 
perolens, L. plantarum, L. satsumensis. 

Outras espécies  
Lysinibacillus sphaericus, Oenococcus kitaharae, 

Bifidobacterium psychraerophilum. 

Leveduras 

Saccharomyces  S. cerevisiae 
Pichia  P. membranifaciens, P. kudriavzevii 

Lanchancea  L. fermentati, L. meyercii. 
Kluyveromyces  K. lactis, K. marxianus. 
Kazachstania  K. aerobia, K. unispora. 

Hanseniaspora  H. valbyensis, H. uvarum. 

Outras espécies  
Zygotorulaspora florentina, Issatchenkia orientalis, 

Zygosaccharomyces fermentati, Dekkera 
bruxellensis. 

FONTE: Adaptado de FIORDA et al., 2017. 

 

Os grãos de kefir são formados por uma matriz de exopolissacarídeos de dextrano (EPS), 

na qual os microrganismos (BAL, BAA e leveduras) estão incorporados (LAUREYS et al. 

2018). Esta matriz de EPS contêm polímeros de glicose constituídos principalmente por 

ligações -D-1,6 lineares e em menores quantidades cadeias laterais ligadas a -1,3 (COMA et 

al., 2019). Sendo essa a principal diferença com os grãos de kefir de leite, que são formados 

por heteropolissacarídeos ramificados, chamados de kefiran ou kefirano (LEITE et al., 2013b; 

NIELSEN, GÜRAKAN e ÜNLÜ, 2014). Os grãos possuem formas irregulares apresentando 
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tamanhos entre 0,5 e 3,5 cm, são translúcidos, mucilaginosos, com estrutura frágil e insolúveis 

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

 

FIGURA 3. Grãos de kefir de água 

 
FONTE: O autor, 2019. 

 

Ainda, segundo a Resolução nº 46 e as normas internacionais de alimentos do Codex 

Alimentarius, o kefir, deve possuir um percentual de ácido láctico menor que 1% e conteúdo de 

etanol entre 0,5% e 1,5%, além de contagem de bactérias lácticas totais de no mínimo 107 

Unidades Formadoras de Colônia (UFC/g) e contagem de leveduras específicas de no mínimo 

104 UFC/g (BRASIL, 2007; FAO/WHO. 2011).  

Conforme Davras et al. (2018), o kefir possui ação probiótica devido aos 

microrganismos presentes nos seus grãos e consecutivamente o consumo regular de produtos 

fermentados de kefir é atribuído à benefícios imunológicos, imunoprotetotores e anti-

inflamatórios no trato gastrointestinal (TGI). Em estudos com camundongos onde o TGI foi 

induzido a inflamações evidenciou-se que o consumo regular de kefir obteve respostas 

significativas na atenuação das inflamações e teve ação imunoprotetora contra colites 

(FÁBREGA et al. 2017; SEO et al. 2018).   
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3.6 ATIVIDADE ENZIMÁTICA NA FERMENTAÇÃO DE KEFIR 

 

Durante a fermentação dos grãos de kefir ocorrem processos enzimáticos, os quais, 

hidrolisam substâncias maiores em compostos menores (poli e dissacarídeos para 

monossacarídeos) que serão metabolizados mais facilmente para a produção de compostos 

orgânicos e ácidos (KONKIT e KIM, 2016). Assim, avaliar as atividades enzimáticas 

envolvidas na fermentação se torna importante, uma vez que à variedade de enzimas presentes 

neste processo são as principais responsáveis pela catálise, hidrólise e metabolismo para 

formação de novos compostos (GAHRUIE et al., 2015; DAS et al., 2019). 

A amilase é uma das principais enzimas utilizadas na produção de alimentos, sendo 

responsável pela catálise e hidrólise da conversão do amido em açúcares. A -amilase, e -

amilase, por meio da hidrólise de ligações glicosídicas, são as enzimas responsáveis pelas 

maiores produções de açúcares redutores a partir do amido (SOTTIRATTANAPAN et al., 

2017). Sendo especificamente a -amilase, que possui ação em ligações ( -1 4) glicosídicas, 

a enzima responsável pela produção de moléculas de glicose a partir da hidrólise dos 

oligossacarídeos. A glicose durante o processo fermentativo do kefir pode vir a ser 

metabolizada para a produção de ácidos, compostos orgânicos e ainda atuar no crescimento 

celular dos grãos (KONKIT e KIM, 2016).  

A inulina (polissacarídeo não-estrutural) é 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 ( -D-frutano) que separam as moléculas de frutose 

através da clivagem do terminal não redutor  - ) da cadeia de inulina; e as endo-inulinases 

(  -D-frutano) que liberam FOS a partir da hidrólise das ligações internas da inulina 

(SINGH et al., 2020). No processo fermentativo a ação catalítica da inulinase em inulina 

disponibiliza glicose e frutose para a metabolização e produção de ácidos orgânicos e etanol 

(SINGH; SINGH, 2019). 

As peroxidases possuem ação enzimática por meio da oxidação de peróxidos (cofator 

peróxido de hidrogênio H2O2) e suas principais fontes são microrganismos, animais e plantas 



28 
 
 

 

 

(MEDINA et al., 2017; LI et al., 2020). São consideradas também enzimas oxirredutoras, 

responsáveis pela oxidação, redução e degradação de vários substratos como compostos 

aromáticos e fenólicos (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 ação enzimática da peroxidase está relacionada com o aumento da 

disponibilização de compostos fenólicos totais, uma vez que, a peroxidase na presença reativa 

de O2 degrada e quebra as ligações poliméricas dos fenólicos por meio de co-oxidação, 

disponibilizando assim, fenólicos livres. As peroxidases ainda podem ser atribuídas à maior 

biodisponibilidade de micronutrientes, uma vez que, devido às suas características de 

oxirredução possuem sítios ativos de ligações em minerais como magnésio, vanádio, selênio e 

ferro (BUCHERT, et al., 2010; Li et al., 2020). 

Quanto à aplicação tecnológica das enzimas, em alimentos, 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 indústrias alimentícia utiliza a aplicação 

hidrolítica da -amilase principalmente para a produção de edulcorantes. Ainda devido as 

características higroscópicas da -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 emulsificação e aumenta a firmeza 

destes a partir da formação de géis (aumento da viscosidade) (LÓPEZ-ALT, 2017; 

COLLADOS et al., 2020). A inulinase ainda é utilizada para a produção de vários metabólitos 

industriais, como ácidos orgânicos (ácido glutâmico, ácido láctico, ácido succínico, ácido 

butírico, ácido cítrico, ácido propiônico, entre outros) e para biocombustíveis (etanol, butanol 

e acetona) (SINGH; SINGH, 2019). A peroxidase tem sido aplicada na indústria alimentar 

juntamente com outras enzimas para a formação de coloides, principalmente para a obtenção 

de emulsões e géis (ZAIDEL; CHRONAKIS; MEYER, 2013; LIVNEY, 2015).  Também 

devido às suas características oxirredutoras para formar radicais livres, a peroxidase tem sido 

aplicada a nanopartículas para o encapsulamento de compostos bioativos (HECK et al., 2013; 

LI et al., 2020). De acordo com Sindhu et al. (2021), grande parte das indústrias de alimentos 

utilizam enzimas em seus processamentos para melhorar as características sensoriais, 

principalmente em alimentos ricos em lipídios.   
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 

definição da  formulação do substrato com o extrato hidrossolúvel de coco, inulina, goma 

xantana e o açúcar de coco, seguido do processo de fermentação do kefir de água para o 

desenvolvimento da bebida fermentada. A partir desta, já formulada, foram realizadas as 

análises quanto aos parâmetros fermentativos como: controle de pH, produção de CO2 e ácido 

láctico, crescimento celular dos grãos e o rendimento da bebida, seguida da avaliação dos 

compostos orgânicos e atividades enzimáticas, produzidos durante a fermentação do kefir. A 

segunda etapa foi realizada na Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus de Laranjeiras 

do Sul  PR, na qual, foi realizada a caracterização físico-química da bebida fermentada 

desenvolvida.   

 

4.1 MATERIAIS  

 

4.1.1 Matérias-primas  

 

Para este estudo utilizou-se culturas de grãos de kefir de água, adquiridas de doação de 

um produtor local de Guarapuava-PR. O coco seco (Cocos nucifera L.) e o açúcar 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: Balança analítica (Shimadzu, 

HUY220, Filipinas); Liquidificador industrial (Vitax, LQI-06, Brasil); pHmetro (Dgimed, DM 

20, Brasil); Agitador magnético com aquecimento (Nova Instrumentos, Brasil); Estufa com 

circulação e renovação de ar (Solab, SL-102, Brasil); Mufla (Zezimaq, 2000G, Brasil); Bloco 

digestor (Tecnal, TE-040/25, Brasil); Destilador de nitrogênio (Tecnal, TE-0363, Brasil); 

Centrífuga refrigerada (Sigma®, 3-16KL, Alemanha); Vortex (Marconi, NA162, Brasil), 

Espectrofotómetro UV-VIS (FEMTO-cirrus 80, Brasil), Cromatógrafo líquido de alta eficiência 
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 CLAE (Shimadzu, LC-2010, Brasil) equipado com detector de índice de refração de RID 10-

A e uma coluna AMINEX® BIORAD HPX87H, Kit PowerSoil DNA Isolation (MO BIO 

Laboratories, EUA), 

Incubadora Orbital Shaker (Marconi, MA420, Brasil) 

 

 

4.1.3 Reagentes 

 

Os reagentes utilizados foram, Ácido Sulfúrico P.A. 98-98% (Vetec®); Clorofórmio 

99% (Alphatec®); Hidróxido de Sódio P.A 99% (Neon®); Sulfato de Potássio; Sulfato de 

Cobre II P.A. (Dinâmica®); Sulfato de Potássio P.A. (Dinâmica®); Sulfato de Sódio Anidro 

P.A. (Êxodo Científica®); Metanol 99% (Impex®); Ácido Clorídrico P.A 37% (Alphatec®); 

Ácido Bórico (Neon comercial); fenolftaleína (Vetec®); Álcool Étílico P.A 99,9% (Neon 

comercial); Tartarato de Sódio P.A. (Êxodo Científica®); Guaiacol 1% (Dinâmica®); Peróxido 

de hidrogênio 8% (Alphatec®); DNS 3,5 (ácido dinitrosalicílico) (Dinâmica®); Amido Solúvel 

1% (Nox®); Arabinose (Dinâmica®); Ácido Acético P.A. (Êxodo Científica®); Ácido Fórmico 

P.A. (Neon comercial); Frutose (Êxodo Científica®); Glicose (Êxodo Científica®); 

Acetonitrila (Alphatec®).  

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparo do extrato vegetal hidrossolúvel de coco (EVHC) 

 

Para o preparo do substrato, foram pesadas 100 g da polpa do coco seco (in natura) para 

1000 mL de água mineral filtrada (1:10 m/v), os quais, foram transferidos para liquidificador e 

desintegrados por 10 minutos em velocidade média. Após esse tempo, a mistura foi filtrada, 

com o auxílio de uma peneira revestida com tecido de algodão, para a separação do material 

particulado com posterior pasteurização do extrato vegetal obtido, em banho termostático 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 Manutenção e fermentação da cultura de Kefir de água  

 

O processo de fermentação foi realizado em Erlenmeyer de 250 mL, com capacidade de 

volume para o substrato de 100 mL. Os grãos de kefir foram mantidos em solução aquosa (água 

filtrada) com sacarose (açúcar mascavo (Mãe Terra)) com concentração de sólidos solúveis 

(SS) de aproximadamente  5 ºBrix e temperatura fixada a 25 ± 1 °C em incubadora Shaker 

(Marconi, MA420, Brasil), sem agitação, a fim de se manter a cultura ativa e viável para a 

fermentação no substrato de EVHC. 

Para a fermentação no EVHC foram incubados 5% m/m da cultura de kefir no substrato 

a temperatura fixa de 25 ± 1 °C, com concentração de SS de aproximadamente 9 ºBrix, sem 

agitação em incubadora Shaker. Ainda, após a inoculação, os Erlenmeyer foram recobertos com 

gazes estéreis. Durante este período realizou-se o controle do pH por leitura direta nas amostras, 

nos tempos de fermentação 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 auxílio de uma 

peneira, separando a bebida fermentada dos grãos de kefir. Posteriormente os grãos de kefir 

foram retirados e incubados novamente em novo substrato de água com 5% de sacarose (m/v) 

(açúcar mascavo) para sua manutenção e viabilidade. Paralelamente, a bebida fermentada de 

EVHC obtida foi armazenada em frascos de vidro (previamente esterilizados) sob refrigeração 

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

 

4.2.3 Delineamento Composto Central para produção da bebida fermentada 

 

As formulações do substrato de EVHC quanto às concentrações de açúcar de coco, de 

inulina e de goma xantana, foram definidas por meio da aplicação de um delineamento 

composto central (DCC) 23.   Os níveis mínimos e máximos das concentrações foram definidos 

a partir dos limites legais estabelecidos, dados disponíveis na literatura (YAAKOB et al., 2012; 

BEZERRA et al., 2019) e testes preliminares, conforme apresentado na Tabela 2. 

 

TABELA 2. Níveis das variáveis independentes do planejamento experimental. 

Variáveis independentes 
Níveis 

-1 0 +1 
Açúcar de coco (%)  X1 2,0 6,0 10,0 
Inulina (%)  X2 2,0 2,5 3,0 
Goma xantana (%)  X3 0,01 0,13 0,26 



32 
 
 

 

 

Foi empregado o fatorial 23, com ponto central repetido três vezes (nível 0), totalizando 

assim, 11 ensaios, como mostra a Tabela 3. Os dados obtidos no delineamento fatorial foram 

tratados estatisticamente com auxílio do Protimiza Experimental Design. Uma análise de 

variância (ANOVA) e de regressão também foram aplicados (nível de confiança de  = 5%), 

com o intuito de testar a adequação dos modelos gerados.  

 

TABELA 3. Concentrações de açúcar de coco, inulina e goma xantana, definidas por DCC para as formulações 
da bebida fermentada no EVHC 

Formulação 
Concentrações 

Açúcar de coco (X1) Inulina (X2) 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 manutenção e fermentação dos grãos de kefir de água seguido 

do desenvolvimento das formulações das bebidas fermentadas de kefir estão representadas 

conforme a Figura 4.  
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FIGURA 4. Esquema do processo de desenvolvimento das bebidas fermentadas de kefir no EVHC 

 
FONTE: Elaborado pelo autor, 2020. 

 

Para as 11 formulações definidas pelo DCC foram realizadas as análises de crescimento 

celular dos grãos, rendimento da bebida, pH, sólidos solúveis, produção de dióxido de carbono 

(CO2) e de ácido láctico.  

 

4.2.4 Crescimento celular dos grãos de kefir no EVHC 

 

O crescimento celular dos grãos m), fermentado nos substratos de EVHC, foi 

determinado pela metodologia de Nogueira et al., (2016). Foi calculado por meio da Equação 

1, em que as massas de grãos de kefir (g) foram pesadas no início (mk0) e após a fermentação 

(mkf) (base úmida).  

 

                                                                         Equação 1 
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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 Equação 2, em que ms0 corresponde a massa inicial e msf  a massa final da bebida fermentada 

de kefir nos substratos de EVHC, respectivamente.  

 

                                                                                          Equação 2 

 

4.2.6 Produção de dióxido de carbono (CO2) na fermentação de kefir no EVHC 

 

Para a análise da produção de CO2 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 Equação 3. 

 

                                                     Equação 3 

 

4.2.7 Determinação de ácido láctico por acidez titulável  

 

Para determinar a produção de ácido láctico, na bebida fermentada de kefir nos 

substratos de EVHC, foi utilizado o método de acidez titulável, a qual, foi realizada em 

triplicata, pelo método titulométrico da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 

2012), nos tempos 0, 24 e 48 horas do processo de fermentação. Para isso, pipetou-se 5,0 mL 

de alíquota de cada uma das 11 formulação das bebidas de kefir fermentadas no EVHC para 

um béquer de 100 mL, , com posterior adição 

de 3 gotas de fenolftaleína como indicador do ponto de viragem (obtenção de coloração rosa), 

sob agitação magnética e as amostras foram tituladas com NaOH (0,1 mol/L). Os resultados 

foram expressos em g/100mL de ácido láctico, conforme a Equação 4.  

 

                                              Equação 4 
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Onde:   

V = volume gasto na bureta 

f = Fator de correção de NaOH (Mol/L) 

m = massa da amostra (g) 

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

 

4.2.8 Determinação da atividade enzimática de amilases   

 

Para esta análise diluiu-se 0,18 g de amido solúvel (1%) em um tampão acetato de sódio 

0,1 mol/L com pH 5,0, na proporção 1:25 (m/v). Posteriormente, uma alíquota de 1 mL desta 

solução foi adicionada à 1 mL do extrato enzimático seguido de banho termostático, com 

circulação interna, por 10 minutos a 38 ± 1 °C, conforme a metodologia de Fuwa (1954) e 

Pongsawadi e Yagisawa (1987), com adaptações. Para todas as amostras foram feitas triplicatas 

e um branco (controle), no qual, a alíquota do extrato enzimático foi substituído por água 

destilada.  

 A atividade enzimática foi determinada pelo método DNS (ácido dinitrosalicílico), na 

qual, 0,5 mL de alíquota da solução foi adicionada a 0,5 mL da solução de DNS, com posterior 

banho termostático 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 solução de 

tartarato de sódio a solução obtida. Os resultados da atividade enzimática (AE) foram 

determinados com base na curva padrão de calibração de absorção gerada pela Equação 5 e 

leitura em espectrofotômetro UV-VIS na faixa do visível de 540 nm. 

 

AE =                 Equação 5 

 

4.2.9 Determinação da atividade enzimática de peroxidases  

 

Para a análise desta atividade enzimática foi necessário o preparo de um meio reacional, 

o qual consistia de 1,5 mL de tampão fosfato (5.10-3 mol/L e pH 5,0), 2 mL de água destilada, 

0,5 mL de guaiacol (1 %) e 1 mL de peróxido de hidrogênio (8 %) com posterior adição do 

mesmo em banho termostático a 35 ± 1 °C, por 10 minutos. Após a estabilização da temperatura 
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adicionou-se uma alíquota de 1 mL de extrato enzimático a esta solução e a mesma foi mantida 

em banho termostático por mais 20 minutos (KHAN e ROBINSON, 1994). 

Para todas as amostras foram feitos ensaios em triplicatas e um branco (controle), no 

qual a alíquota do extrato enzimático foi substituída por água destilada. Os resultados da 

atividade enzimática foram determinados por leitura em espectrofotômetro UV-VIS na faixa do 

visível de 470 nm. O cálculo da medida da atividade enzimática foi realizado através da média 

dos valores da triplicata, multiplicado por 1000 (diluição).  

 

4.2.10 Determinação da atividade enzimática de inulinase  

 

A atividade enzimática da inulinase foi analisada a partir da adição de 0,5 mL da amostra 

em solução de 4,5 mL de sacarose (2 % m/v), preparada em tampão acetato de sódio 0,1 mol/L 

com pH 5,0. Em seguida a solução passou por banho termostático a 50 ± 1 °C, por 2 minutos. 

Após este tempo foi retirado uma alíquota de 0,5 mL da solução e adicionado 0,5 mL da solução 

de DNS, para a determinação da concentração de açúcares redutores. Esta solução se manteve 

em banho termostático por mais 5 minutos a 100 ± 1 °C, seguido por banho de gelo até atingir 

a temperatura ambiente (25 ± 1 °C), então foi adicionada 8 mL de solução de tartarato de sódio 

(MILLER, 1959).  Para o branco (controle) foi substituído a alíquota das amostras por água 

destilada.  Para todas as análises foram realizadas triplicatas. Os resultados da atividade 

enzimática (AE) foram determinados com base na curva padrão de calibração de absorção 

(Equação 5) e leitura de absorbância em espectrofotômetro UV-VIS na faixa do visível de 540 

nm. 

 

4.2.11 Análise de compostos orgânicos  

 

 A quantificação dos compostos orgânicos (ácido acético, ácido fórmico, arabinose, 

celobiose, etanol, frutose e glicose), produzidos durante a fermentação, foram obtidos por 

Cromatografia líquida de alta eficiência  CLAE. Os ensaios cromatográficos foram 

conduzidos em um equipamento CLAE equipado com detector de índice de refração de RID 

10-A e uma coluna AMINEX® BIORAD HPX87H.  

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

na qual, antes da realização dos ensaios cromatográficos, houve o preparo das amostras das 
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bebidas fermentadas de kefir nos substratos de EVHC com pré-filtração e diluição destas em 

água destilada (1:5 v/v), com posterior injeção do volume de 20,0 µL das amostras ao 

cromatógrafo, acoplado a um detector PDA 10-A, operado com uma coluna C18, eluída com 

acetonitrila 1:8 mL/minuto de água e ácido acético a 1%, termostatizada a 30 ± 1 °C  e com 

velocidade de fluxo da fase móvel de 0,8 mL/minuto. Os compostos orgânicos foram 

determinados a partir da calibração das curvas de cada composto.   

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

 

4.3.1 Umidade  

 

 

± 1 °C Todas as amostras foram 

analisadas em triplicatas. 

 

 

4.3.2 Cinzas  

 

 As cinzas foram determinadas por calcinação em mufla a 550 °C até ocorrer a queima 

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

expressos em g/100g de cinzas em base úmida da amostra  

 

4.3.3 Sólidos solúveis (SS) 
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4.3.4 Lipídeos   

  

 

 

 

4.3.5 Proteínas 

 

 

Todas as amostras foram analisadas em 4 replicatas e o

 

 

4.3.6 Carboidratos  

 

 

 

 

                   Equação 6 

 

4.3.7 Análise de cor 

 

L* (luminosidade), a* (coordenada do eixo vermelho-verde), b* (coordenada 

do eixo azul-amarelo), croma (C * - intensidade da cor) e ângulo de matiz (h ° - cor observável) 

(HUNTERLAB, 1996). As amostras foram colocadas em placa de Petri e realizada a leitura em 

três pontos distintos em triplicata. 
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4.4  IDENTIFICAÇÃO DOS MICRORGANISMOS  

 

As amostras foram pré-preparadas a partir da maceração de 5 g dos grãos de kefir 

adaptados ao EVHC, seguido de centrifugação a 560xG (força G) por 5 minutos em centrifuga 

e 3,5 g de amostra dos grãos foram transferidos para tubos Eppendorf e congelados em 

ultrafreezer (-18 °C). A identificação dos microrganismos presentes no processo de 

fermentação, foi realizada a partir da extração do material genético utilizando 1 g da amostra 

de biomassa pelo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, EUA) de acordo com 

as instruções do fabricante. As regiões 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 padrões Illumina já fornecidos 

no kit. As sequências agrupadas das unidades taxonômicas operacionais (UTOs) foram 

submetidas à classificação taxonômica em bancos de dados de serviço de árvores, considerando 

as sequências com pelo menos de 99% de identidade com o banco de dados de referência. 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram feitas a partir da análise de variância (ANOVA) com o 

auxílio do software Action Static versão 3.7 e quando os resultados do teste F de regressão 

foram significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p  0,05). Também 

foram utilizados os softwares estatísticos Protimiza Experimental Design para a aplicabilidade 

do método de DCC e o software Statistica versão 8.0 para a análise de componentes principais 

(ACP) das formulações da bebida fermentada de kefir no EVHC.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL (DCC) 

 

Os resultados para o crescimento celular dos grãos de kefir ( m), rendimento da bebida 

(R) e a acidez (produção de ácido láctico) nas formulações das bebidas fermentadas com kefir 

no EVHC podem ser observados na Tabela 4.  

 

TABELA 4. Ensaios e variáveis respostas do delineamento fatorial das formulações das bebidas fermentadas com 
kefir em EVHC adicionadas de açúcar de coco, inulina e goma xantana. 

Formulação 

Concentrações Variáveis Respostas   
Açúcar de 

coco  
(X1) 

Inulina 
 

(X2) 

Goma 
xantana 

(X3) 

Crescimento 
x) 

(Y1) 

Rendimento 
bebida (R) 

(Y2) 

Ácido 
láctico 
 (Y3)  

VC * 
VR ** 

(%) 
VC 

VR 
(%) 

VC 
VR 
(%) 

VR 
(g/100g) 

VR 
(g/100g) 

VR 
(g/100mL) 

F1 -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 75,88 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 25,98 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 0,13 67,23 70,31 1,00 

F10 0 6,0 0 2,5 0 0,13 61,78 74,99 1,01 
F11 0 6,0 0 2,5 0 0,13 63,99 73,68 1,00 

*VC = valores codificados **VR = valores reais  
 

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, gráficos de Pareto e uma análise de 

regressão foram aplicados para avaliar se as variáveis açúcar de coco (X1), inulina (X2), goma 

xantana (X3) e suas interações (X1 x X2 x X3) possuíam efeito significativo (p 0,05) nas 

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

produção de ácido láctico (Y3) em um intervalo de confiança de 95% (  = 5%). Conforme 

mostra a Figura 5 e a Tabela 5.
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FIGURA 5. Gráficos de Pareto quanto a significância nas variáveis das formulações de kefir no EVHC pela adição de açúcar de coco, inulina e goma xantana (x) sobre (y) (a) 
crescimento dos grãos de kefir; (b) rendimento da bebida e (c) produção de ácido láctico 
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TABELA 5. Análise de regressão para as variáveis açúcar de coco, inulina e goma xantana e suas interações 
quanto ao crescimento celular, rendimento da bebida fermentada e produção de ácido láctico 

Crescimento celular dos grãos de kefir 
Nome Coeficiente Erro padrão t calculado p-valor * 
Média 

Inulina (X2) 
Goma xantana (X3) 

Inulina x goma xantana  
(X2 x X3) 

56,92 
24,60 
- 7,88 
- 1,20 

0,64 
0,67 
0,67 
0,67 

89,57 
36,50 

- 11,70 
- 1,78 

0,00 
0,00 
0,00 
0,05 

Rendimento da bebida fermentada 
Nome Coeficiente Erro padrão t calculado p-valor 
Média 73,28 0,41 180,11 0,00 

  
Inulina (X2) 

Goma xantana (X3) 
Inulina x goma xantana 

(X2 x X3) 

1,19 
6,28 
1,90 

- 0,86 

0,43 
0,43 
0,43 
0,43 

2,75 
- 14,54 

4,39 
- 2,00 

0,01 
0,00 
0,00 
0,05 

 
Produção de ácido láctico  

Nome Coeficiente Erro padrão t calculado p-valor 
Média 

Açúcar de coco (X1) 
Inulina (X2) 

Goma xantana (X3) 
Açúcar de coco x goma xantana 

(X1 x X3) 

0,97 
0,13 

- 0,10 
0,08 
0,06 

0,02 
0,02 
0,02 
0,02 
0,02 

54,51 
7,10 

- 5,38 
4,18 
3,25 

0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,03 

* Foram descartadas as interações (X) que não possuíam significância estatística (p  0,05) sobre as respostas (Y). 

 

Os valores obtidos na Tabela 5, são resultantes da interação entre as variáveis 

independentes açúcar de coco (X1), inulina (X2) e goma xantana (X3) com as variáveis respostas 

dependentes (Y), que neste estudo foram o crescimento celular dos grãos de kefir (Y1), 

rendimento da bebida fermentada (Y2) e a produção de ácido láctico (Y3), que podem ser 

apresentadas também a partir das Equações 7, 8 e 9 do modelo codificado, respectivamente. 

 

                      Equação 7 

 

                                      Equação 8 

 

                           Equação 9 

 

Assim, quanto ao crescimento celular dos grãos de kefir (Y1), as variáveis independentes 

inulina (X2) e goma xantana (X3) e a interação 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 produção de ácido 

láctico (Y3), todas as variáveis independentes (X1, X2 e X3) estudadas e a interação entre 

inulina:goma xantana (X2 x X3) para Y2 e a interação açúcar 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 análise de regressão foram descartadas as interações que não 

possuíam significância estatística (p <0,05) sobre as respostas (Y), como o açúcar de coco (X1) 

na resposta Y1 e as interações entre açúcar de coco:inulina (X1 x X2) em todas as respostas (Y) 

estudadas (dados não apresentados).  

A partir da análise de regressão também foi determinada a existência de uma relação 

linear entre as respostas (Y), apresentadas pelos valores experimentais versus os preditos, que 

mostrou uma distribuição normal para a resposta de crescimento celular dos grãos de kefir (Y1) 

(Figura 6a), já para as respostas de rendimento da bebida (Y2) e produção de ácido láctico (Y3), 

esta distribuição se apresentou de forma mais aleatória (Figura 6b e 6c), ou seja, quanto mais 

próximos os pontos estiverem na linha mais relacionadas às respostas vão estar entre si.  

Com isso, a análise de relação linear indica que a resposta Y1 é a que melhor correlaciona 

os resultados experimentais com os previstos em relação às demais respostas estudadas. 
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FIGURA 6. Relação linear das respostas (a) crescimento celular dos grãos de kefir (Y1); (b) rendimento da bebida fermentada (Y2) e (c) produção de ácido láctico (Y3) através 
dos valores experimentais e preditos 
 

 
 



45 
 
 

 

 

Os resultados para a ANOVA do modelo de regressão para o crescimento celular dos 

grãos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produção de ácido láctico para a bebida de 

kefir fermentada no EVHC estão apresentados na Tabela 6. 

 

TABELA 6. Análise de ANOVA para o modelo codificado com nível de 95% de confiança para o crescimento 
celular dos grãos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produção de ácido láctico 

Crescimento celular dos grãos de kefir 

Fonte de variação 
Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Fcalculado Ftabelado p-valor 

Regressão 4,3 3 0,6 6,9 4,5 0,00 
Resíduo 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     
     R2 98,46% 

Rendimento da bebida fermentada 

Fonte de variação 
Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Fcalculado Ftabelado p-valor 

Regressão 1,2 4 0,2 6,6 4,5 0,00 
Resíduo 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     
     R2 91,68% 

Produção de ácido láctico 

Fonte de variação 
Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Fcalculado Ftabelado p-valor 

Regressão 0,9 4 0,2 4,8 4,4 0,00 
Resíduo 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     
     R2 83,00% 

 

Observou-se a partir dos dados obtidos pela ANOVA que o modelo de regressão, para 

o crescimento celular dos grãos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produção de ácido 

láctico, foi significativo em um nível de confiança de 95% (p  0,05), com coeficientes de 

determinação (R2) iguais a 98,46%, 91,68% e 83,00% respectivamente, evidenciando que o 

modelo codificado se ajusta e explica as variações dos dados experimentais quanto as variáveis 

e respostas propostas para este estudo. Além disso, a falta de ajuste não foi significativa, 

demonstrando que o modelo pode ser considerado preditivo. 

Ainda a fim de se verificar se o modelo codificado proposto foi adequado em relação 

aos dados experimentais foram geradas  as curvas de contorno, permitindo assim visualizar a 
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interação das respostas de crescimento celular dos grãos de kefir, rendimento da bebida e 

produção de ácido láctico (Y) quanto aos parâmetros das concentrações (X) de açúcar de coco, 

inulina e goma xantana. Assim foi possível constatar que as variáveis independentes (X) 

influenciaram nas dependentes (Y).  

Em relação ao crescimento celular dos grãos de kefir (Y1), observou-se que este foi 

maior à medida que as concentrações de inulina ficaram próximas a 2,8 e 3,0%; quanto à adição 

de goma xantana é possível observar que concentrações de até 0,15% já eram suficientes para 

influenciar a taxa de crescimento dos grãos em até 90%, onde a área mais escura é considerada 

o ponto mais representativo do gráfico (Figura 7). 

 

FIGURA 7. Gráfico de curvas de contorno da interação entre as variáveis inulina (X2) e goma xantana (X3) no 
crescimento celular dos grãos de kefir (Y1) no EVHC 
  

 

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 concentrações de goma xantana e açúcar de coco 

aumentaram (0,26% e 10% respectivamente) (Figura 8a). Já a adição de inulina não demonstrou 

ter uma interação importante no rendimento da bebida de kefir em relação ao açúcar de coco e 

a goma xantana (Figura 8b).  
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FIGURA 8. Gráficos de curvas de contorno das interações entre as variáveis (a) açúcar de coco (X1) e inulina (X2) 
e (b) inulina (X2) e goma xantana (X3) no rendimento da bebida fermentada de kefir (Y2) no EVHC 
 

 

 

Referente à produção de ácido láctico (Y3), foi possível observar que o aumento das 

concentrações de açúcar 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 relação às concentrações de inulina, pôde-se verificar que seu  

aumento (até 3,0%) não influenciou de forma importante a produção de ácido láctico (Figura 

9b), o que pode indicar que esta foi metabolizada para a produção de outros compostos 

envolvidos na fermentação do kefir.  
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FIGURA 9. Gráficos de curvas de contorno das interações entre as variáveis (a) açúcar de coco (x1) e goma 
xantana (X3) e (b) inulina (X2) e açúcar de coco (X1) na produção de ácido láctico (Y3) 
 

 

 

A partir da análise dos dados do delineamento fatorial pôde-se constatar que houve uma 

redução no rendimento da bebida fermentada (Y2) e consecutivamente aumento no crescimento 

celular dos grãos de kefir (Y1), principalmente nas formulações com maiores concentrações de 

inulina (3,0%). De acordo com Nogueira et al. (2016), isso pode ocorrer pelo fato de que uma 

maior concentração celular dos grãos de kefir gera um maior consumo de substrato, reduzindo 

assim o rendimento da bebida. Graça et al. (2018), também observaram resultados similares, 
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em que o aumento do crescimento celular dos grãos gerou uma redução no rendimento das 

bebidas fermentadas com grãos de kefir de leite adicionadas na polpa de cupuaçu. Os autores 

relatam que devido à redução do pH pela adição da polpa houve um aumento da disponibilidade 

de monossacarídeos (glicose e frutose) que podem ser metabolizados com maior facilidade em 

relação aos dissacarídeos, à sacarose ou lactose, favorecendo assim, o crescimento mais rápido 

de algumas espécies de microrganismos presentes nos grãos do kefir, como as leveduras. 

Lopusiewicz et al. (2020), ainda correlacionam a adição de inulina com o aumento da 

viscosidade (espessante) em iogurtes, assim, esta ação pode vir a reduzir a mobilidade e 

disponibilidade dos nutrientes e moléculas de CO2 no processo fermentativo e 

consequentemente reduzir o crescimento celular e aumentar o rendimento da bebida. Neste 

estudo a inulina teve pouca interação no rendimento da bebida fermentada em relação ao açúcar 

de coco e a goma xantana. 

Lopusiewicz et al. (2020), ainda discorrem em seus estudos que a disponibilidade de 

açúcares simples (monossacarídeos) em extratos vegetais é baixa, sendo metabolizados mais 

rapidamente pelos microrganismos durante a fermentação. Assim, quando há a disponibilidade 

da metabolização da inulina na fermentação, passa a ocorrer um efeito sinérgico desta com os 

microrganismos, devido às propriedades prebióticas 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 fermentação de extrato vegetal de avelã o 

crescimento das BAL ficou limitado à disponibilidade dos teores de glicose e frutose e quando 

este não foram suficientes ocorreu a metabolização da inulina para a obtenção de energia 

necessária para o crescimento e viabilidade das BAL, gerando assim maiores quantidades de 

derivados de inulina.  

Em relação à produção de ácido láctico, constatou-se que a acidez variou de 0,68 a 1,01 

g/100mL em 24 horas de fermentação dos grãos de kefir no EVHC, como já era esperado para 

este tipo de fermentação. Conforme com a legislação, a Resolução n° 46, estabelece que o kefir 

deve possuir acidez máxima (ácido láctico) de 1% (BRASIL, 2007). Neste estudo as 

formulações F9, F10 e F11 (triplicatas), obtiveram porcentuais de ácido láctico iguais a 1%, 

estando no limite máximo estabelecido pela legislação. Nos estudos de Norberto et al. (2018), 

os autores observaram resultados similares a este estudo, nos quais, foram avaliadas três 

diferentes formulações de bebidas fermentadas com grãos de kefir de água em extrato vegetal 

de soja e leite de vaca por 19 horas. Todas as formulações apresentaram um aumento na 
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concentração de ácido láctico (0,73 e 0,76 g/100 mL), principalmente nas formulações com 

leite (100% e 50%), que possuíam maiores quantidades de açúcares disponíveis para a 

metabolização dos grãos de kefir quando comparadas ao extrato vegetal de soja. De Souza-

Oliveira et al. (2009), em seus estudos relataram influência significativa da adição de inulina 

(4%) na cinética de acidificação na fermentação de leite com BAL, a qual, aumentou a acidez 

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

 

5.2 ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP) 

 

Para verificar se havia uma correlação entre as 11 formulações da bebida fermentada de 

kefir no EVHC em relação ao crescimento celular dos grãos ( ), rendimento da bebida (R), 

pH, sólidos solúveis (SS), produção de ácido láctico e CO2, aplicou-se uma Análise de 

Componentes Principais (ACP). A ACP consiste em uma técnica de análise multivariada que 

transforma um conjunto original de variáveis correlacionáveis em outro conjunto menor não 

correlacionável (Componentes Principais), que resulta na combinação linear do conjunto 

original explicando quais variáveis possuem maior relevância a partir de funções matemáticas 

(HONGYU; SANDANIELO; OLIVEIRA JUNIOR, 2015).  

A partir da ACP foram encontrados 6 Componentes Principais , dos quais, apenas 

2 apresentaram autovalores >1 (CP1 46,36% e CP2 30,72%), explicando 77,08% da variância 

entre as variáveis estudadas (Figura 10). Para selecionar os Componentes Principais que 

explicaram a maior parte da variação do conjunto de dados a partir do gráfico de ScreePlot foi 

adotado o critério de Kaiser (1958), que consiste na representação gráfica dos autovalores i, 

referente a matriz de correlação, onde os dados são ordenados de forma decrescente. Assim, 

priorizou-se a primeira Componente esenta 

um decréscimo importante em relação à variância total (CATTELL, 1966; SAVEGNAGO et 

al., 2011). 
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FIGURA 10. Gráfico ScreePlot dos percentuais das variâncias obtidos pelas componentes principais quanto ao 
crescimento celular dos grãos, rendimento da bebida, pH, sólidos solúveis, produção de ácido láctico e CO2 na 
bebida fermentada de kefir no EVHC 

 

Ainda pela ACP, na Tabela 7 é possível observar a correlação entre a matriz e as 

variáveis com maior variância (marcadas em negrito) em relação ao Componente Principal 

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

 

TABELA 7. ACP correlacionada com as cargas marcadas para cada variável em relação aos valores médios de 
crescimento celular dos grãos, rendimento da bebida, pH, sólidos solúveis, produção de ácido láctico e CO2 na 
bebida fermentada de kefir no EVHC.  

  Carga dos Componentes Principais 
Fator 1 Fator 2 

pH - 0,1702 - 0,5987 
Sólidos solúveis (° Brix) 0,4072 - 0,8165 
Ácido láctico 0,9105 - 0,3612 
CO2 0,7195 - 0,3468 
Crescimento celular grãos (m) - 0,7210 - 0,6216 
Rendimento da bebida (R) 0,8484 0,4253 

 

De acordo com a Tabela 7, no CP1 destacaram-se as variáveis produção de ácido láctico, 

CO2, crescimento celular dos grãos de kefir e rendimento da bebida fermentada de kefir no 

EVHC. Já no CP2 apenas a variável de sólidos solúveis (ºBrix) teve contraste. As Figuras 11 e 

12 apresentam o gráfico de pesos e o gráfico de escores, para os CP1 e CP2, respectivamente.  
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FIGURA 11. Gráfico de pesos das variáveis obtido pela análise dos valores médios de crescimento celular dos 
grãos (m), rendimento da bebida (R), pH, sólidos solúveis (Brix), produção de ácido láctico e CO2 na bebida 
fermentada de kefir no EVHC 
  

 

 

Assim, pela sobreposição das variáveis, pôde-se verificar que as variáveis de 

crescimento celular dos grãos (m) e pH estão inversamente correlacionadas com as variáveis 

rendimento da bebida fermentada (R), sólidos solúveis (ºBrix), produção de CO2 e ácido láctico 

pela CP1. E todas as variáveis 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. Gráfico de escores da correlação entre a variação das 11 formulações da bebida fermentada de kefir 
no EVHC em relação aos parâmetros fermentativos 

 

Através da análise conjunta das Figuras 11 e 12, é possível verificar que as Formulações 

F3, F4 e F8 localizadas no quadrante negativo de X e Y, apresentam maiores taxas de 

crescimento dos grãos de kefir e valores de pH mais altos (F3 e F8). Já as formulações F2, F5 

e F6 que estão localizadas no quadrante positivo de X e Y mostraram um maior rendimento da 

bebida fermentada comparadas as demais formulações. Em relação à formulações F9, F10 e 

F11 (triplicatas), localizadas no quadrante positivo de X e negativo de Y, a correlação 

demonstrou que ocorre uma maior produção de ácido láctico, CO2 e sólidos solúveis (ºBrix), o 

que pode indicar que nestas formulações o processo fermentativo foi direcionado 

principalmente para a produção de compostos orgânicos e ácidos. No que diz respeito a 

formulações F1 e F7, localizadas no quadrante negativo de X e positivo de Y, não foram 

observadas correlações significativas com os parâmetros fermentativos estudados.  

A partir disso foram destacadas as formulações F3 e F6 por se correlacionarem de forma 

inversa entre si e em relação às demais formulações quanto aos parâmetros fermentativos 

estudados. Ainda, a formulação F6 se localizou mais próxima ao eixo 0, indicando que possui 

relação intermediaria quanto à produção de ácido láctico e CO2.  Assim, essas formulações 

foram selecionadas para dar prosseguimento as análises. 
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5.3 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS  

 

Os resultados quanto ao pH e sólidos solúveis (SS), estudados nos tempos 0, 24 e 48 horas do processo de fermentação, das F3 e F6, estão 

apresentados na Figura 13.  

 

FIGURA 13. Escala temporal de (a) pH e (b) sólidos solúveis (SS) nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentação 

 
 F3 = 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% açúcar de coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio 

padrão. Condições marcadas com letras diferentes apresentam diferença estatisticamente significativa com nível confiança de 95% (p  0,05).



55 
 
 

 

 

A partir da análise da Figura 13a, quanto aos tempos de fermentação em relação ao pH, 

foi possível observar que ocorreu uma diminuição dos valores de pH no decorrer das 48 horas 

de fermentação. Isso indica que o tempo de 24 horas é o mais adequado para a fermentação de 

bebidas fermentadas de kefir no EVHC, com valores de pH próximos a 4,5.  

De acordo com Fiorda et al. (2017), para o processo de fermentação dos grãos de kefir 

os valores de pH considerados ótimos são de aproximadamente 4,0 e 4,5, entre 16 a 24 horas. 

Isso porque nestes valores de pH não ocorre a desnaturação das proteínas garantindo assim a 

estabilidade das bebidas fermentadas contra a deterioração, além de conferir caraterísticas 

sensoriais desejáveis para estes fermentados, como sabor levemente ácido, efervescente e 

aroma frutado (LEITE et al., 2013a; FIORDA et al., 2016). Quando o pH, no processo de 

fermentação do kefir permanece maior 4,5 o sabor da bebida ainda é conservado, 

principalmente na fermentação com extratos hidrossolúveis vegetais, entretanto, a estabilidade 

da textura não ocorre, o que faz com que a bebida obtida apresente uma característica líquida 

(SANTOS et al., 2019). Já em 48 horas de fermentação, o valor de pH das F3 e F6, ficou igual 

ou abaixo de 4,0 e a bebida apresentou acidez acentuada, com características sensoriais 

similares ao vinagre, o que pode indicar favorecimento da produção de ácido acético e 

precipitação das proteínas presentes no substrato de EVHC.  

Em relação aos sólidos solúveis (SS) (Figura 13b) foi possível observar que ocorreu 

diferenças significativas entre o decréscimo de SS apenas para a F6, nos tempos estudados. Tu 

et al. (2019), também constataram em seus estudos uma redução significativa nos teores de SS 

de 9,20 para 4,43 ºBrix em 48 horas de fermentação dos grãos de kefir de água em soro de soja. 

Corona et al. (2016), ao estudarem a caracterização de bebidas fermentadas de kefir de água em 

sucos de vegetais, também observaram diminuição nos SS, sendo que os autores 

correlacionaram está diminuição com o aumento da produção de etanol, CO2 e ácidos, devido 

a metabolização dos açúcares disponíveis (carboidratos) nos substratos hidrossolúveis vegetais 

pelos microrganismos presentes nos grãos de kefir. Em relação à adição de inulina, Santos et 

al. (2019), observaram que em formulações de bebidas fermentadas de kefir de água em extrato 

vegetal de soja, com concentrações de inulina de 3,5% (m/v) e SS de até 10 ºBrix, a redução 

dos SS foi menor independente do tempo de fermentação, devido a maior disponibilidade de 

açúcares.    

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

devido a maior disponibilidade de substrato, após esse tempo ocorre uma redução deste 
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processo em consequência da relação desfavorável do maior crescimento dos grãos e redução 

do substrato com aumento da acidez. Ainda, verificou-se que na F6, que continha maiores 

concentrações de açúcar de coco (10,0%), goma xantana (0,26%) e inulina (2,0%) em relação 

a F3 (2,0% açúcar de coco e 3,0% inulina), a acidificação foi mais acentuada. Isso pode ser 

atribuído às maiores concentrações de açúcares que foram metabolizadas mais rapidamente, já 

a F3 teve um esgotamento mais rápido dos açúcares disponíveis no substrato, produzindo menos 

compostos ácidos. Santos et al. (2020), observaram em seus estudos com bebidas fermentadas 

com BAL em extratos vegetais de coco e grãos de bico com diferentes concentrações de 

açúcares que o aumento do teor de açúcar (0,0 a 10,0 g/100g) nas bebidas foi proporcional à 

diminuição do pH e aumento da acidez. Isso também pode ser visto na Figura 14, que mostra 

um aumento significativo da produção de ácido láctico de 0,87 e 1,10 g/100 mL nas F3 e F6, 

respectivamente, no tempo de 48 horas de fermentação. Conforme Graça et al. (2018), os SS 

iniciais (basicamente açúcares) apresentados no substrato podem ser usados tanto para o 

crescimento celular dos grãos de kefir quanto para a formação de ácidos. O que também pôde 

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 grãos (23,44 g/100 g) quando comparada a F3 (0,68 g/100 mL e 90,89 g/100 g), em 

24 horas de fermentação.  

 

FIGURA 14. Escala temporal da produção de ácido láctico nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC 
nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentação  

  
F3 = 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% açúcar de coco; 2,0% inulina; 

0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão. Condições marcadas com letras diferentes 
apresentam diferença estatisticamente significativa com nível confiança de 95% (p  0,05). 
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Outro fator importante a ser avaliado quanto aos parâmetros fermentativos em grãos de 

kefir é a produção de CO2, uma vez que, os microrganismos presentes nos grãos possuem 

capacidade de produzir compostos aromáticos que conferem o sabor e aroma típicos da bebida 

fermentada, devido à formação de ácidos e produtos carbonílicos pela liberação de CO2. Assim, 

se ocorrer uma concentração muito baixa de CO2 na bebida fermentada, esta tende a apresentar 

um sabor e aroma atípicos 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 produção de CO2 nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentação das Formulações F3 

e F6 como mostra a Figura 15.  

 

FIGURA 15. Escala temporal da produção de dióxido de carbono (CO2) nas F3 e F6 da bebida fermentada de 
kefir no EVHC nos tempos 0, 24 e 48 horas de fermentação 

 
F3 = 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% açúcar de coco; 2,0% inulina; 

0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão. Condições marcadas com letras diferentes 
apresentam diferença estatisticamente significativa com nível confiança de 95% (p  0,05). 

 

A partir da análise da Figura 15, é possível observar que conforme o tempo de 

fermentação transcorre há um aumento da produção de CO2, este ocorre por meio dos processos 

metabólicos gerados pelos microrganismos presentes nos grãos de kefir, sendo que a F3 

apresentou uma menor produção de CO2 em relação a F6. Isto pode estar correlacionado com 

o crescimento celular dos grãos de kefir, uma vez que, conforme Guillamón e Mass (2009) e 

Aceituno et al. (2012), quanto mais O2 estiver disponível na fermentação de kefir (fermentação 

aeróbica) maior é a taxa de crescimento dos microrganismos presentes nos grãos. Desta forma, 

quanto maior a produção de CO2 (fermentação anaeróbica) menor a disponibilidade de O2 e, 



58 
 
 

 

 

consecutivamente, menor será a taxa de crescimento, como mostra a Tabela 4, onde a F3 

apresentou uma maior taxa de crescimento dos grãos quando comparada a F6. Outro fator a ser 

considerado, no processo de produção de CO2, é a maior disposição de açúcares (SS) na F6 

(3,0% de inulina) visto que, a glicose e a frutose advindas da hidrólise da inulina, quando em 

maior quantidade podem vir a ser utilizadas pelas leveduras durante a fermentação alcoólica 

para a produção de etanol e CO2 (CHI et al., 2011; GULITZ et al., 2011).  

 

5.4 ANÁLISE DE AÇÚCARES E COMPOSTOS ORGÂNICOS  

 

Com base na análises físico-químicas, a composição de açúcares e a produção de 

compostos orgânicos foram avaliados (Tabela 8) a fim de distinguir qual foi o processo 

metabólico para cada formulação (F3 e F6) durante a fermentação.  

 

TABELA 8. Concentrações de açúcares e compostos orgânicos nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no 
EVHC em 24 horas de fermentação.   

Açúcares (g/L-1) 
Formulações 

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 orgânicos (g/L-1)   
Ácido acético  ND 1,08 ± 0,00 
Ácido fórmico  ND ND 
Etanol  12,14 ± 3,12 9,67 ± 2,81 
Etanol (%) 1,21 0,96 

ND: Não detectado. F3 = 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% açúcar de coco; 
2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão.  
 

Conforme os resultados apresentados na Tabela 8, no que diz respeito à metabolização 

de açúcares, nas F3 e F6, foi possível observar a utilização da glicose e frutose para produção 

de compostos orgânicos e etanol. A glicose não apresentou valores detectáveis, isso pode ter 

ocorrido devido à metabolização completa ocorrer antes de 24 horas de fermentação ou porque 

a quantidade disponível neste tempo de fermentação já estava muito reduzida. Tu et al. (2019), 

observaram uma diminuição das concentrações de glicose durante o processo fermentativo de 

grãos de kefir de água em soro de soja em até 120 horas de fermentação, visto que a partir de 

24 horas a redução foi continua e significativa (2,59 g/L para 0,54 g/L), sugerindo que os 

microrganismos presentes nos grãos foram capazes de metabolizar a glicose disponível para a 
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produção de compostos orgânicos. Norberto et al. (2018), também observaram uma redução 

significativa nas concentrações de glicose, durante o processo fermentativo em até 20 horas, 

nas formulações de bebidas fermentadas com extrato vegetal de soja e leite com grãos de kefir, 

devido a metabolização desse açúcar pelos microrganismos dos grãos.  

Ainda, foi possível identificar a presença de celobiose, em ambas as formulações, que é 

um dissacarídeo presente no coco ou no açúcar de coco. De acordo com Zhang, Donaldson e 

Ma (2012), a metabolização da celobiose advém da hidrólise da celulose em celodextrinas que 

são denominadas de acordo com o número de moléculas de glicose que as compõe, sendo a 

celobiose composta por duas moléculas que, no processo fermentativo, são convertidas 

principalmente para a produção de etanol. Corroborando, assim, com os dados encontrados 

neste estudo, nos quais, a celobiose foi metabolizada para a produção de etanol em ambas as 

formulações (Tabela 8).  

Quanto à frutose, foi observada uma maior concentração (5,30 g/L) na F6 após 24 horas 

de fermentação, sendo que para esta formulação, a frutose foi revertida para a produção de ácido 

acético e etanol. Já na F3, a metabolização da frutose foi revertida principalmente para a 

produção de etanol (Tabela 8). Fiorda et al. (2016), constataram que em bebidas de kefir à base 

de mel há 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 há uma metabolização seletiva dos microrganismos para a produção de etanol na bebida à 

base de mel, devido a maior disponibilidade de açúcares. Esses dados corroboram com este 

estudo, uma vez que a F3, com concentração de 3,0% de inulina (maior concentração de açúcar 

disponível), teve maior produção de etanol (12,14g/L) em relação a F6 (9,67g/L), o que pode 

vir a indicar que ocorreu uma metabolização seletiva.   

 No que diz respeito à produção de ácido acético, pela F6, advinda da metabolização da 

celobiose e frutose, Damodaran et al. (2010) discorrem que, durante o processo fermentativo 

de grãos de kefir, há a produção de ácido acético e glicerol. Os autores ainda explicam que esta 

produção tende a aumentar em decorrência de uma parte do teor de etanol ser metabolizado 

para ácido acético por meio de bactérias heterofermentativas (gênero Acetobacter) que possuem 

atividade desidrogenase, que convertem o etanol em acetaldeídos. Sendo que estes, juntamente 

com os ésteres, são responsáveis pelo sabor e aroma frutado, característico da bebida 

fermentada de kefir (FIORDA et al., 2017). 
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Referente a produção de etanol durante o processo fermentativo, foi possível observar 

que a F3 apresentou maior produção (1,21%) quando comparada a F6 (0,96%). De acordo com 

Norberto et al. (2018) e Atalar (2019), esta produção de etanol está relacionada à metabolização 

dos açúcares disponíveis, pelas leveduras (Saccharomyces e Candida) e algumas bactérias 

(Lactobacillus e Lactococcus), durante o processo fermentativo alcoólico dos grãos de kefir. 

Ainda segundo a Resolução nº 46 e as normas internacionais de alimentos do Codex 

Alimentarius, bebidas fermentadas de kefir devem conter conteúdo de etanol entre 0,5% e 1,5% 

(BRASIL, 2007; FAO/WHO. 2011). Assim pôde se constatar que as F3 e F6 deste estudo estão 

conforme as normas vigentes sendo consideradas como bebidas fermentadas não alcoólicas.  

 

5.5 ATIVIDADE ENZIMÁTICA NA FERMENTAÇÃO DE KEFIR  

 

Visto que durante a fermentação de kefir vários processos metabólicos estão envolvidos 

na hidrólise dos açúcares para a produção de etanol e demais compostos orgânicos, as enzimas 

exercem papel fundamental, uma vez que são as principais responsáveis pela catálise, hidrólise 

e metabolização para produção de  novos compostos a partir dos substratos utilizados na 

fermentação dos grãos de kefir (GAHRUIE et al., 2015; KONKIT e KIM, 2016; DAS et al., 

2019). Desta forma, foram analisadas as atividades enzimáticas da amilase, inulinase e 

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

  

TABELA 9. Determinação da atividade enzimática nas F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC em 24 
horas de fermentação.   

Atividade enzimática (U/mL) 
Formulações 

F3 F6 
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% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = 10,0% açúcar de coco; 2,0% inulina; 0,26% 
goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão.  
 

A partir dos dados da Tabela 9, foi possível observar na F6 maior atividade enzimática 

para a amilase e peroxidase; já na F3 a inulinase teve maior incidência, isso pode ser atribuído 

ao fato desta formulação conter maiores concentrações de inulina (3,0%) quando comparada a 

F6. De acordo com Konkit e Kim (2016), as BAL contribuem para a atividade enzimática da 

amilase e inulinase, uma vez que, estas bactérias metabolizam mais facilmente os açúcares 

disponíveis, por meio da hidrólise enzimática, para a produção de etanol quando comparadas a 
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outras fontes de açúcares como amido, celobiose, arabinose e xilano (CHI et al., 2011). Ghosh 

et al. (2015), discorrem em seus estudos que as BAL durante a fermentação podem vir a 

produzir -amilase estáveis 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 enzimática 

para a amilase de 5,41 U/mL em iogurtes fermentados à base de leite, que os obtidos nesse 

estudos Ressalta-se também, que não foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram 

a atividade enzimática da inulinase em bebidas fermentadas suplementadas ou não com a 

inulina. 

Outro fator a ser observado é o potencial redox das peroxidases, que é diretamente 

influenciado pelo pH, ou seja, quanto menor o pH maior é o potencial redox e, 

consecutivamente maior é a velocidade de catálise enzimática pelas peroxidases (LI et al., 

2020). Assim, pôde-se perceber que a F6 apresentou um maior decréscimo de pH em 24 horas 

de fermentação (Figura 11a) e maior atividade enzimática para a peroxidase quando comparada 

a F3 (30,50 e 28,00 U/mL). McCue e Shetty (2005), analisaram formulações de iogurte de leite 

de soja bioprocessado e suplementado com culturas de kefir de leite a partir da ação enzimática 

da peroxidase. Os autores observaram que em 48 horas de fermentação a atividade enzimática 

foi de 2,33 U/mL, sendo este valor inferior à atividade enzimática para peroxidase obtida, para 

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

 

5.6 IDENTIFICAÇÃO E VARIEDADE DOS MICRORGANISMOS  

 

A partir da extração do material genético e sequenciamento agrupado das UTOs, 

submetidas a classificação taxonômica sequenciadas com pelo menos 99% de identidade de 

bancos de referência, uma variedade de microrganismos simbióticos (bactérias e leveduras) foi 

identificada nos grãos de kefir de água fermentados no EVHC, conforme mostra a Figura 16.  
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FIGURA 16. Identificação de microrganismos presentes em grãos de kefir de água cultivados em substrato de extrato vegetal hidrossolúvel de coco suplementado com inulina 
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A biodiversidade da associação simbiótica dos microrganismos encontrados nos grãos 

de kefir de água é ampla, sendo as espécies de BAL as que mais predominam nos grãos, contudo 

é possível observar variações de espécies como os Leuconostoc, Lactococos, Streptococos, 

Acetobacter, Pseudomonas e Acinetobacter (GAO et al., 2013). Da mesma forma, a variedade 

das leveduras nos grãos de kefir de água é caracterizada principalmente pela presença de 

espécies como as Saccharomyces, Kazachstania, Kluyveromyces, Pichia, Issatchenkia e 

Dekkera, entretanto outras espécies também podem ser encontradas dependendo do meio de 

cultivo dos grãos (ZHOU et al., 2009; DIOSMA et al., 2014).  

Em relação à composição das espécies de bactérias nos grãos de kefir de água, pôde- se 

perceber uma menor variação destas em relação às leveduras, sendo as espécies mais 

predominantes as BAL. Sendo ainda possível observar a presença de espécies de BAA, que são 

características em substratos açucarados, nos quais, utilizam como fonte metabólica o etanol 

(proveniente do metabolismo das leveduras) para seu crescimento e viabilidade (DERTLI; 

ÇON, 2017).  

Ainda, de acordo com Ikram-Ul-Haq e Ali (2007), as leveduras são consideradas as 

espécies de microrganismos mais diversificadas nos grãos de kefir, o que pode indicar que seu 

metabolismo é proveniente principalmente de fontes de carbono produzido durante o processo 

de fermentação. Isto também pode vir a ocorrer devido ao aumento da disponibilidade de 

açúcares advindos da suplementação 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 produção de etanol, é a espécie mais predominante 

após 24 horas do processo fermentativo do kefir.  

 

5.7 COMPOSIÇÃO CENTESIMAL  

 

A composição centesimal das F3 e F6 nos tempos 0 e 24 horas de fermentação dos grãos 

de kefir estão dispostas na Tabela 10.  
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TABELA 10. Composição centesimal das F3 e F6 da bebida fermentada de kefir no EVHC em 0 e 24 horas de 
fermentação.  

Composição (g/100g) 
Formulações 

F3 F6 
Tempo 0 horas Tempo 24 horas Tempo 0 horas Tempo 24 horas 

Umidade 91,42 ± 0,02 a 90,49 ± 0,16 b 83,72 ± 0,41 c 82,26 ± 0,32 d 
Cinzas 0,16 ± 0,03 ab 0,17 ± 0,01 a 0.10 ± 0,04 ab 0,15 ± 0,10 b 
Lipídeos 2,73 ± 0,04 ab 2,84 ± 0,18 a 3,24 ± 0,07 ab 3,26 ± 0,07 b 
Proteínas 0,79 ± 0,06 b 0,95 ± 0,03 d 0,77 ± 0,11 c 0,84 ± 0,12 a 
Carboidratos 5,26 ± 0,12 a 4,46 ± 0,13 c 13,82 ± 0,43 d 12,41 ± 0,34 b 
Valor energético (Kcal) 53,28 ± 0,25 a 50,54 ± 1,43 b 83,01 ± 1,72 d 79,00 ± 1,05 c 

F3 = EVHC com 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = EVHC com 10,0% açúcar de 
coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão. Condições marcadas 
com letras diferentes apresentam diferença estatisticamente significativa com nível confiança de 95% (p  0,05).  
 
 

Conforme os dados da Tabela 10, pôde-se observar que os teores de umidade de todas 

as formulações apresentaram diferença significativa entre si, sendo que a F6 em 24 horas de 

fermentação apresentou menor teor de umidade quando comparada as demais. Em relação aos 

teores de cinzas das formulações, estes apresentaram diferença significativa somente em 24 

horas de fermentação. Santos et al. (2020), ao avaliarem bebidas fermentadas com BAL em 

extratos vegetais de coco e grão 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 concentrações 

de açúcar (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 adição 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 possuírem altos teores de umidade.  

Quanto ao teor lipídico os valores variaram entre as F3 e F6 no tempo 0 a 24 horas de 

fermentação, no entanto, sem diferença significativa. Hasan et al. (2006) e Olateru et al. (2020), 

atribuem o aumento dos teores de lipídeos durante a fermentação devido a algumas espécies de 

leveduras (Lachancea) e BAL (Leuconostoc), presentes nos grãos de kefir, possuírem atividade 

lipolítica através das enzimas presentes no processo fermentativo, as quais, aumentam as 

concentrações de ácidos graxos livres e glicerol. Santos et al. (2020), encontraram em 

formulações de extratos vegetais de coco e grão de bico fermentadas com BAL teores lipídicos 

de 1,32 a 1,53 g/100g, sem açúcar e com adição de 10,0 g/100g de açúcar, atribuindo o aumento 

lipídico das bebidas fermentadas à composição do coco, que pode conter até 20,0 g/100g de 
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gordura. Neste estudo as formulações com maiores concentrações de açúcares (10%) também 

apresentaram maiores teores lipídicos.  

Em relação às proteínas, as F3 e F6 apresentaram um acréscimo significativo em seu 

teor proteico em 24 horas de fermentação quando comparadas às formulações no tempo 0 horas. 

Farnworth e Mainville (2008) discorrem que durante o processo de fermentação, quando ocorre 

a hidrólise proteica do substrato, maiores quantidades de nitrogênio ficam retidas nas amostras 

e, assim, estas são quantificadas como proteínas, pelo método de 

 

Já nos estudos realizados por Jeske 

et al. (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 grão de bico, encontraram valores de 

proteínas entre 1,27 e 1,15 g/100g em formulações sem adição de açúcar e com adição de 10,0 

g/100g de açúcar, respectivamente. De acordo com Patil e Benjakul (2018), baixos teores 

proteicos em bebidas com EVHC já são esperados, uma vez que o coco não é considerado um 

alimento fonte de proteínas.  

Os teores de carboidratos, apresentaram redução significativa nas formulações entre os 

tempos 0 a 24 horas de fermentação, o que já era esperado, porque durante o processo 

fermentativo os açúcares disponíveis são metabolizados pelos microrganismos para produção 

de ácidos e compostos orgânicos. Outro fato a ser considerado é o cálculo realizado por 

diferença, uma vez que nas F3 os teores dos demais nutrientes foram superiores às F6, o que 

consecutivamente atribui menores teores de carboidratos à F3. Santos et al. (2020), encontraram 

em formulações de bebidas fermentadas de coco com grão de bico o conteúdo total de 
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carboidratos de 3,07 a 14,22 g/100g com diferentes concentrações de açúcar (2,5 a 10,0 g/100g). 

 

Ainda, no tempo de 24 horas de fermentação o valor energético (kcal) foi menor (53,28 

para 50,54 kcal/100g) em comparação as formulações 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 grão de bico, os quais, associaram o aumento do valor 

energético à maior adição de açúcar. Santos et al. (2019), em formulações 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 diferenças nutricionais encontradas entre as formulações (Tabela 10) podem ser 

justificadas pela heterogeneidade das matérias-primas dos componentes básicos das 

formulações, bem como pelas proporções utilizadas. Conforme Patil e Benjakul (2018), as 

propriedades do produto final dependem da qualidade da matéria-prima utilizada, bem como 

do método de extração, homogeneização, emulsificação e armazenamento. Ainda, a 

fermentação pode auxiliar melhorando algumas características e propriedades nutricionais e 

sensoriais (TANGYU et al., 2019).  

 

5.8 ANÁLISE DE COR  

 

Quanto aos parâmetros de cor das F3 e F6 nos tempos 0 e 24 horas de fermentação dos 

grãos de kefir no EVHC foram analisadas a luminosidade (L*), o ângulo Hue (H°) e croma 

(C*), como mostra a Tabela 11.  

 

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

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

F3 = EVHC com 2,0% açúcar de coco; 3,0% inulina; 0,01% goma xantana. F6 = EVHC com 10,0% açúcar de 
coco; 2,0% inulina; 0,26% goma xantana. Resultados expressos com média ± desvio padrão. Condições marcadas 
com letras diferentes apresentam diferença estatisticamente significativa com nível confiança de 95% (p  0,05).  
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Em relação a coloração, verificou-se uma variação significativa do valor L* das 

formulações no tempo 0 horas de fermentação em comparação 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° é usado para indicar a tonalidade, no qual, 0° é vermelho, 90° amarelo, 

180° verde e 270° azul. Referente ao H° apenas a F6 no tempo 0 horas de fermentação teve 

diferença significativa quando comparada as demais formulações. Já os valores de croma 

apresentaram diferença significativa em todas as formulações independente do tempo de 

fermentação. Segundo Bem et al. (2012), a cromaticidade (C*) está relacionada a saturação de 

cor, onde valores próximos à 0 expressam cores mais acinzentadas e quando próximos a 60, 

cores mais intensas e vívidas. Assim, é possível observar que todas as formulações ficaram 

próximas a 90 H°, com valores de L* próximos ao branco e C* mais próximos à 0 do que 60, 

indicando uma coloração branca amarelada acinzentada. Ressaltando ainda que o processo de 

fermentação em até 24 horas tornou as formulações mais brancas. 

Amirah et al. (2020), ao avaliarem o processo de fermentação em iogurtes à base de 

coco relatam em seus estudo que já é esperada a coloração branca devido ao processo de 

desnaturação e hidrólise dos componentes da formulação. Ainda, Ma et al. (2015) e Peyer et al. 

(2016), discorrem em seus estudos que a cor mais branca na fermentação corresponde tanto à 

cor da matéria-prima utilizada quanto à presença de partículas insolúveis que atuam como 

partículas de dispersão da luz.  

 

6. CONCLUSÃO  

 

Este estudo mostrou que a utilização do EVHC como substrato fornece contribuições 

importantes quanto aos aspectos tecnológicos e de bioprocessos para o seguimento de bebidas 

fermentadas com grãos de kefir. A adição de inulina proporcionou aumento da viscosidade nas 

formulações desenvolvidas e teve interação significativa quanto ao crescimento celular dos 

grãos de kefir, rendimento da bebida fermentada e produção de acidez, principalmente no tempo 

de até 24 horas de fermentação. Ainda, foi possível observar que EVHC adicionado de inulina 

e açúcar de coco é uma matriz viável para a viabilidade e manutenção dos microrganismos 

presentes nos grãos de kefir de água, favorecendo principalmente as BAL e as leveduras. 

Referente a composição nutricional, a bebida fermentada de kefir no EVHC apresentou baixos 

teores calóricos (Kcal) e proteicos e alto conteúdo lipídico. 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, pôde-se constatar que os grãos de kefir de água 

apresentaram um grande potencial de adaptação ao substrato de EVHC em até 24 horas de 

fermentação, favorecendo o desenvolvimento de uma bebida fermentada não láctea que pode 

vir a ser uma alternativa de produto alimentar para pessoas com intolerância à lactose, alérgicas 

a laticínios e veganas. 

 

7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS  

 

Realizar análise sensorial, a fim de se avaliar a aceitação do produto desenvolvido, bem 

como análises microbiológicas como a contagem de bactérias lácticas e leveduras específicas 

(UFC/g) conforme a legislação vigente. Também sugere-se estudar a durabilidade da bebida 

fermentada quanto a vida de prateleira.  
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