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RESUMO

A quinoa é uma espécie vegetal da familia Chenopodiaceae, rica em proteinas, lipidios e fibras,
0 que lhe confere um interessante valor nutricional. Apesar de altamente nutritiva e possuir
vantagens tecnoldgicas, ainda é pouco explorada e conhecida por consumidores. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar uma bebida, especialmente para o publico
com restri¢cdo ao consumo de lactose, proteina do leite e/ou vegano, a base de extrato vegetal
hidrossoltvel de quinoa (EVHQ) fermentada com gréos de kefir de agua. Inicialmente foi
elaborado um EVHQ, no qual foi avaliado o efeito da concentracdo de sacarose (CS) (2; 6 e
10% (m/v)), concentracdo de inulina (CI) (2,5; 3,0 e 3,5% (m/v)) e concentracdo de goma
xantana (CGX) (0; 0,08 e 0,16% (m/v)) através de um planejamento composto central (DCC)
23, contendo 3 pontos centrais. As onze formulagdes foram submetidas a fermentagio com 5%
(m/v) de kefir de 4gua a 25+1°C por 12 horas, sendo posteriormente caracterizadas quanto: (i)
ao crescimento celular dos gréos, (ii) rendimento da bebida, (iii) pH, (iv) s6lidos solaveis, (v)
producdo de didxido de carbono (CO>), (vi) de acido lactico e (vii) producdo de etanol. As
maiores taxas de crescimento dos gréos de kefir foram obtidos nas méximas ClI (3,5% (m/v)) e
CGX (0,16 % (m/v)), independente da CS. Ainda, foi possivel identificar que o rendimento e
concentracdo de acido latico apresentam comportamento contrario, onde quanto maior a
producdo de acido latico, houve maior necessidade de consumo de substrato e consecutivo
reducdo de rendimento. Apos analise das variaveis dependentes via analise de regressao, nao
foi evidenciado interagdes significativas (p < 0,05) em um intervalo de confianga de 95% (o =
5%). Deste modo, para a etapa final foram selecionadas as amostras F1F (CS 2, C12,5e CG X
0% (m/v)) e F8F (CS 10, CI 3,5 e CG X 0,16% (m/v)), devido serem 0s extremos das
formulacGes. As formulac6es foram caracterizadas quanto a composicao centesimal, analise de
compostos organicos, composicdo microbioldgica da cultura de kefir, analise sensorial e
caracterizacdo enzimatica e microbioldgica antes e apos simulacéo de digestdo gastrointestinal
in vitro. Na caracterizacdo centesimal, a fermentacdo aumentou a quantidade de proteinas
devido a alta atividade proteoliticas dos microrganismos presentes no kefir, além do aumento
do teor lipidico. A identificacdo dos microrganismos houve prevaléncia de leveduras
Saccharomyces sp., 0 que explicou as concentracdes de etanol identificados na composicdo de
compostos organicos através da metabolizagdo de glicose, frutose e celobiose. Na analise
sensorial, a formulacdo F8F apresentaram melhores resultados quando comparada com a
formulagdo F1F. A digestdo gastrointestinal in vitro evidenciou a reducéo de bactérias acido
laticas e leveduras e aumento de bactérias acido acética na fase liquida para ambas as
formulagdes. Ja para parte solida, houve o aumento bactérias &cido laticas e leveduras e as
bactérias &cido acética mantiveram-se altas. No perfil enziméatico houve reducgéo de todas as
enzimas analisadas para ambas as formulagdes, exceto para a amilase na F1F, que foi de 14,05
U/mL para 39,41 U/mL. Portanto, conclui-se que a utilizagdo de EVHQ como substrato para a
producéo de bebida fermentada com cultura de kefir de &gua mostra-se como uma alternativa
viavel para atendimento de um nicho especifico de mercado, com vantagens nutricionais e
tecnologicas.

Palavras-chave: Mercado vegano. Delineamento experimental. Inulina.



ABSTRACT

Quinoa is a plant species from the Chenopodiaceae family, rich in proteins, lipids and fiber,
which gives it an interesting nutritional value. Despite being highly nutritious and having
technological advantages, it is still little explored and known by consumers. Therefore, the
objective of this work was to develop and characterize a drink, especially for the public with
restrictions on the consumption of lactose, milk protein and/or vegan, based on water-soluble
vegetable extract of quinoa (WVEQ) fermented with water kefir grains. Initially, an WVEQ
was created, in which the effect of sucrose concentration (SC) (2; 6 and 10% (w/v)), inulin
concentration (IC) (2.5; 3.0 and 3. 5% (w/v)) and xanthan gum concentration (XGC) (0, 0.08
and 0.16% (w/v)) through a central composite design (CCD) 23, containing 3 central points.
The eleven formulations were subjected to fermentation with 5% (w/v) water kefir at 25+1°C
for 12 hours and were subsequently characterized regarding: (i) cell growth of the grains, (ii)
beverage yield, (iii) pH, (iv) soluble solids, (v) production of carbon dioxide (CO3), (vi) lactic
acid and (vii) production of ethanol. The highest growth rates of kefir grains were obtained at
maximum IC (3.5% (w/v)) and XGC (0.16% (w/v)), regardless of SC. Furthermore, it was
possible to identify that the yield and concentration of lactic acid show opposite behavior, where
the greater the production of lactic acid, there is a greater need for substrate consumption and a
consecutive reduction in yield. After analyzing the dependent variables via regression analysis,
no significant interactions were found (p < 0.05) within a 95% confidence interval (o = 5%).
Therefore, for the final stage, samples F1 (SC 2, IC 2.5 and XGC 0% (w/v)) and F8 (SC 10, IC
3.5 and XGC 0.16% (w/v)), because these are the extremes of the formulations, which are
characterized in terms of proximate composition, microbiological composition of the kefir
culture, analysis of organic compounds, sensory analysis and enzymatic and microbiological
characterization before and after simulation of in vitro gastrointestinal digestion. In the
centesimal characterization, fermentation increased the amount of proteins due to the high
proteolytic activity of the microorganisms present in kefir, in addition to the increase in lipid
content. The identification of microorganisms showed a prevalence of yeasts Saccharomyces
sp., which explained the concentrations of ethanol identified in the composition of organic
compounds through the metabolization of glucose, fructose and cellobiose. In the sensory
analysis, the F8 formulation showed better results when compared to the F1 formulation. In
vitro gastrointestinal digestion showed a reduction in lactic acid bacteria and yeast and an
increase in acetic acid bacteria in the liquid phase for both formulations. As for the solid part,
there was an increase in lactic acid bacteria and yeasts and acetic acid bacteria remained high.
In the enzymatic profile, there was a reduction in all enzymes analyzed for both formulations,
except for amylase in F1F, which went from 14.05 U/ mL to 39.41 U/mL. Therefore, it is
concluded that the use of WVEQ as a substrate for the production of fermented beverages with
water kefir culture appears to be a viable alternative for serving a specific market niche, with
nutritional and technological advantages.

Keywords: Vegan market. Experimental design. Inulin.
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1 INTRODUCAO

O perfil alimentar dos consumidores vem apresentando crescente tendéncia para dietas
a base de vegetais, em virtude do aumento da quantidade de pessoas veganas e/ou que
apresentam alguma alergia alimentar que restrinja o consumo de leite de vaca (DINIZ;
COURA; RODRIGUES, 2020; MOSSO et al., 2020; VAKEVAINEN et al., 2020). Os veganos
sdo aquelas pessoas cujos habitos alimentares consistem na exclusdo do consumo de produtos
de origem animal, seja por questdes éticas como o bem-estar animal, como também, por
buscarem um sistema alimentar mais sustentavel (CLARK; POPE; BELARMINO, 2022;
LOPEZ-MARTINEZ; MORENO-FERNANDEZ; MIGUEL, 2021). Assim, sua dieta é a base
de cereais, pseudocereais, vegetais, frutas, sementes e nozes (AYDAR; TUTUNCU;
OZCELIK, 2020). Além disso, 0 aumento do consumo de alimentos a base de vegetais também
pode ser associado a fatores fisioldgicos como intolerancia a lactose e/ou alergias as proteinas
do leite (o-lactoalbumina, B-lactoglobulina e caseina) (SHARMA et al., 2001; VANGA,;
RAGHAVAN, 2018). Logo, a forma mais efetiva de tratamento é a exclusdo do leite e
derivados da dieta (FACIONI et al., 2020).

Essas mudancas do perfil consumidor, podem ser comprovadas ao consultarem
pesquisas de mercado. O mercado vegano vem aumentando, sendo que as vendas globais em
2015 atingiram um valor de 2,22 bilhdes de dolares e, em 2019, esse valor atingiu cerca de 55
bilhdes de ddlares. Em 2023, ha perspectiva de alcancar mais de 60 bilhGes de ddlares
(STATISTA RESEARCH DEPARTMENT, 2023).

Além de questdes mercadoldgicas, também deve-se considerar os impactos nutricionais
que essa mudanca de habitos pode acarretar a populacdo. Apesar de muitas vezes apresentarem
caracteristicas sensoriais semelhantes aos produtos de origem animal, hd uma lacuna quando
analisado a presenca e biodisponibilidade de alguns componentes nutricionais, como por
exemplo, vitaminas do complexo B (ZHANG; HUGHES; GRAFENAUER, 2020). Assim,
pesquisas devem ser realizadas focando tais aspectos.

Em virtude disso, a industria alimenticia vem se aprimorando em pesquisas e
tecnologias que abrangem o desenvolvimento de novos produtos, ingredientes e métodos de
producdo que atendam a este nicho de consumidores (BALLCO; GRACIA, 2020). Desta forma,
visando o aumento de publico com predominancia vegana em sua alimentacdo e as
caracteristicas tecnologicas de produtos de origem vegetal, diversos estudos vém sendo

realizados com o intuito de utilizar formula¢fes com extratos vegetais hidrossollveis como



11

castanha de caju e baru, aveld, quinoa, grdo de bico, coco, entre outros para elaboracdo de
diversos tipos de produtos (ALVES et al., 2021; ATALAR, 2019; CO et al., 2020;; RINCON;
BOTELHO; DE ALENCAR, 2020; SANCHES et al., 2022; SILVA et al., 2020;
VAKEVAINEN et al., 2020).

Os extratos vegetais tém sido uma alternativa viavel e promissora na substituicdo do
leite de vaca fluido, assim como, para a elaboragéo de produtos, como bebidas fermentadas
(SETHI; TYAGI; ANURAG, 2016). A bebida fermentada é um alimento que esta inserido na
dieta brasileira, por ser saudavel e préatico, entretanto, é excluida do cardapio de pessoas veganas
e/ou que possuem sensibilidade as proteinas do leite e/ou intolerdncia a lactose por,
habitualmente, ser oriundo do leite de animais (vaca, cabra, etc) (PANDEY; RITZ; PEREZ-
CUETO, 2021). Logo, torna-se fundamental realizar estudos que possibilitem a criacdo de uma
forma substitutiva a esse produto. Nesse sentido, as bebidas fermentadas veganas surgem como
opcao promissora.

O processo fermentativo em extratos vegetais contribui para a palatabilidade e para as
caracteristicas sensoriais, como também é responsavel por otimizar a biodisponibilidade,
absorcéo e digestibilidade de nutrientes presentes no meio pelo organismo humanao. 1sso ocorre
principalmente devido a ruptura das paredes celulares de plantas e a liberacdo de enzimas e
demais componentes bioativos, bem como a reducéo do pH do meio (ADEBO et al., 2022;
CARULLO etal., 2022).

Entre as opcdes de extrato vegetais existentes no mercado, as mais comuns Sao as
elaboradas com soja (JESKE; ZANNINI; ARENDT, 2017). A aceitacdo do extrato de soja é
limitada pois apresenta caracteristicas sensoriais semelhantes a do feijdo cru, assim como, um
flavor desagradavel e um alto teor de oligossacarideos como a rafinose e estaquiose,
responsaveis pelos fatores de flatuléncia que limitam o consumo (HOU; YU; CHOU, 2000).
Portanto, a industria de alimentos tem investido em pesquisas e tecnologias com o objetivo de
viabilizar a utilizagéo de outras matérias-primas para criar produtos diversificados que atendam
a demanda de consumidores veganos, alérgicos ao leite e a soja, como a utilizacdo de extratos
vegetais hidrossollveis alternativos (VAKEVAINEN et al., 2020).

O kefir é constituido por uma mistura de microrganismos, predominantemente de
bactérias acido-laticas e leveduras, que atuam em simbiose e sdo utilizados na elaboracdo de
bebida fermentada. Sua producdo pode ocorrer tanto com substrato de origem animal (leite de
diferentes espécies animais), como vegetal (agucar mascavo, leite de arroz, soja, entre outras).
Além da versatilidade, estudos demonstram que a bebida fermentada de kefir € um produto rico

em acido lactico, acético e glicénico, alcool etilico, gas carbbnico, vitamina B12 e
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polissacarideos (EGEA et al., 2022; GANATSIOS et al., 2021; LEITE et al., 2013; MORETTI
et al., 2022). Desta forma, é considerado como uma alternativa adequada ao atendimento de
necessidades nutricionais do publico vegano ou alérgicos/intolerantes a produtos a base de leite
(GOKIRMAKLI; GUZEL-SEYDIM, 2022).

A atividade enzimatica é um fator determinante para a otimizacdo da fermentacao e para
producdo da bebida fermentada de kefir, pois esta diretamente envolvida na degradagdo de
aminoacidos e peptideos necessarios para a rota metabolica destes microrganismos e liberagédo
de subprodutos de maior valor nutricional e responsaveis pelas alteraces sensoriais (PENDON
et al., 2022). Vale ressaltar que as caracteristicas nutricionais do kefir também sdo impactadas
pelas caracteristicas do extrato vegetal hidrossoluvel submetido a fermentagdo, principalmente
quanto ao seu conteudo de &cidos graxos e digestibilidade de proteinas (MARTINEZ-
PADILLA et al.,, 2020). Ademais, a acdo microbiologica também garante a inibicdo de
contaminacgdo de deteriorantes e patdgenos, atraves da presenca de acidos que reduzem o pH,
mantendo a biosseguridade do produto elaborado (MORETTI et al., 2022). Portanto, devido a
grande gama de possibilidades de aplicacdo de gréos de kefir de 4gua na producédo de bebidas
fermentadas, diversos estudos vém sendo realizados em busca do desenvolvimento de novos
produtos, como a fermentacdo em extratos hidrossollveis de quinoa, cereja, espinheiro, rosa,
romd, ameixa vermelha, subproduto de processamento de jaca, uma composi¢do de macg,
morango, cenoura e beterraba, entre outros (OZCELIK; AKAN; KINIK, 2021; PABLO;
CIMAFRANCA, 2022; PAREDES; ESCUDERO-GILETE; VICARIO, 2022).

A quinoa pode ser utilizada como base para a elaboracdo de extrato vegetal e se
necessario, posterior tratamento tecnolégico. A quinoa é uma espécie vegetal da familia
Chenopodiaceae, é considerado um pseudo gréao rico em proteinas, lipidios e fibras, o que lhe
confere um interessante valor nutricional. Apesar de altamente nutritiva e possuir vantagens
tecnoldgicas, ainda é pouco explorada e conhecida por consumidores (NAVRUZ-VARLI;
SANLIER, 2016). Assim, a utilizagdo desta matéria-prima para elaboracdo de uma bebida
fermentada vegana pode ser interessante.

Frente ao exposto, ao conciliar o aumento do consumo de produtos para o publico
vegano e/ou para pessoas que possuem alguma alergia que restrinja o consumo de alguns tipos
de alimentos, com o desenvolvimento de novos produtos se faz necessario. Dessa forma, a
utilizacdo de extrato vegetal hidrossoluvel de quinoa como matéria-prima na criacdo de
produtos alimenticios para o publico supracitado pode ser uma alternativa interessante. Logo,
0 presente trabalho visou avaliar a utilizacdo de extrato vegetal hidrossoluvel de quinoa no

desenvolvimento de bebida fermentada vegana a partir de graos de kefir de agua.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar e caracterizar uma bebida fermentada vegana a base de extrato vegetal

hidrossoluvel de quinoa com kefir de dgua.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Elaborar o extrato vegetal hidrossoltvel de quinoa (EVHQ);

v’ Estudar a influéncia da concentracdo de sacarose, inulina e xantana no substrato de
EVHQ apds fermentacdo com kefir de agua a partir de um delineamento composto
central (DCC) 23;

v Realizar a andlise centesimal da quinoa em grdo, EVHQ e das formulacdes escolhidas
no delineamento, antes e ap6s fermentacao;

v"Identificar a concentracdo de compostos organicos nos EVHQs fermentados;

v" Identificar os microrganismos presentes nos grdos de kefir de agua nas formulacdes
fermentadas selecionadas;

v" Realizar analise sensorial das formulagfes fermentadas;

v' Determinar a atividade enzimatica e microbiologica das bebidas fermentadas
selecionadas a base de EVHQ antes e apds o processo in vitro de digestdo

gastrointestinal.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, foi avaliado o efeito da
concentracdo de sacarose, inulina e goma xantana no extrato vegetal hidrossolivel de quinoa
para obtencéo de uma bebida fermentada. Para isso utilizou-se de um planejamento composto
central (DCC) 23, contendo 3 pontos centrais. As formulagdes foram caracterizadas quanto: (i)
ao crescimento celular dos grdos, (ii) rendimento da bebida, (iii) pH, (iv) s6lidos solluveis, (V)
producédo de dioxido de carbono (COz2), (vi) de &acido lactico e (vii) producdo de etanol. Na
segunda etapa as formulacGes selecionadas foram caracterizadas quanto a composicdo
centesimal, analise de compostos organicos, composi¢do microbiolédgica da cultura de kefir,
andlise sensorial e caracterizacdo enzimatica e microbiolégica antes e apds simulacdo de

digestdo gastrointestinal in vitro.

3.1 MATERIAIS

Os ingredientes utilizados na elaboracdo do extrato vegetal hidrossolivel de quinoa
foram quinoa em graos (Vitdo, Curitiba), sacarose (Uni&o, Rio de Janeiro), inulina (Ingredientes
On-line, Sdo Paulo), goma xantana (Ingredientes On-line, Sdo Paulo), kefir de agua (doacéo,

Laranjeiras do Sul) e acicar mascavo (Agro Luigi, Guaraniacu).

3.2 METODOS

3.2.1 Elaboracao do extrato vegetal hidrossoltvel de quinoa (EVHQ) fermentado

A elaboracdo do extrato vegetal hidrossoluvel de quinoa seguiu as metodologias
propostas por Bianchi et al. (2015) e Ujiroghene et al. (2019), com adaptacGes. Primeiramente
foi feito o remolho em agua da quinoa em graos na proporg¢éo de 1:2 por 1 hora em refrigeragédo
(5 + 2°C). Apos, a agua de remolho foi descarta, e a quinoa novamente foi adicionada de agua
na mesma proporgao e submetida ao cozimento por 17 min. Em seguida, foi realizada a filtrag&o
e 0s graos cozidos adicionados novamente de &gua (1:10) foram triturados utilizando

liquidificador (Philips Walita, Sdo Paulo). Em seguida, o conteudo solido foi separado do
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liquido e 0 EVHQ foi submetido a pasteurizagdo (95°C £ 2°C/3 min), e envasado em frasco de
vidro higienizado e esterilizado e armazenado em geladeira (5 £ 2°C). Ap0s essa etapa, 0 extrato

base seguiu para etapa do delineamento composto central.

Os niveis das variaveis (Tabela 1) do delineamento composto central (DCC) 23,
contendo 3 pontos centrais seguiu a metodologia descrita por Alves et al. (2021), com
modifica¢bes. As variaveis independentes analisadas foram: concentracdo de sacarose (X1);
concentracdo de inulina (X2) e concentracdo de goma xantana (X3). As variaveis dependentes
(respostas analisadas) foram: (i) crescimento celular dos gréos, (ii) rendimento da bebida, (iii)
pH, (iv) sélidos soluveis, (v) producéo de didxido de carbono (COy), (vi) de acido lactico e (vii)
producdo de etanol. Foi utilizado o softwar estatistico Protimiza Experimental Design para a
aplicabilidade do método de DCC.

Tabela 1 - Niveis utilizados no planejamento 22 para fabricacio da bebida fermentada a base de

extrato vegetal hidrossoluvel de quinoa.

Niveis
Variaveis Independentes Cddigos
-1 0* +1
Concentragdo de sacarose (%) X1 2,0 6,0 10,0
Concentragdo de inulina (%) Xz 2,5 3,0 3,5
Concentragdo de goma xantana (%) X3 0,0 0,08 0,16

*Ponto Central do planejamento experimental

Inicialmente, durante 7 dias os grdos de kefir foram acondicionados em solucéo aquosa
(dgua filtrada) de sacarose (acUcar mascavo) com concentracdes de sélidos sollveis de
aproximadamente 5 °Brix e temperatura de 25 + 1 °C em estufa de circulacao de ar, com troca
da solucgéo de sacarose a cada 24 horas.

Apds decorridos os 7 dias, 5% m/m da cultura de kefir foram inoculados no EVHQ,
previamente adicionado das concentragdes especificadas de sacarose, inulina e goma xantana

(Tabela 1) e incubado a 25 £ 1°C por um periodo de 12 horas, sendo entdo analisados.



Figura 1 — Modelo esquematico da elaboracdo e caracterizacao de kefir de dgua a base de quinoa
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3.2.2 Anélises fisico-quimicas dos EVHQ fermentados

3.2.2.1 Crescimento celular dos graos de kefir

O crescimento celular dos graos de kefir (Am) fermentado nos substratos de EVHQ, foi
determinado pela metodologia de Nogueira et al. (2016). A determinacdo foi por meio da
Equacdo 1, em que as massas de graos de kefir (g) foram pesadas no inicio (mko) e apos a

fermentacgdo (ms).

g _ (mkf—mko) o
Am (100 g) = * 100 Equacéao 1

3.2.2.2 Rendimento

O rendimento da bebida (R) foi determinado pela metodologia de Nogueira et al. (2016),
através da Equacao 2, em que msO corresponde a massa inicial e msf a massa final da bebida

fermentada.

R (L) =74 100 Equacdo 2

1009/  mg
3.2.2.3 Determinacéo do pH
A determinacéo do pH foi feita através de potenciémetro digital (AOAC, 2012).
3.2.2.4 Determinacdo dos sélidos soluveis

Os teores de solidos soluveis (SS) foram verificados em refratdmetro digital, com duas

a trés gotas do filtrado do EVHQ e os resultados foram expressos em °Brix. (AOAC, 2012) .
3.2.2.5 Producéo de dioxido de carbono (CO3)

O diéxido de carbono (g/100 mL) foi determinado através da metodologia de
Maldonado et al. (2020), utilizando os dados obtidos da pesagem das massas iniciais e finais da
bebida fermentada de kefir nos substratos de EVHQ. Os resultados foram expressos em % de

CO», conforme a Equacéo 3.
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(mso +mk0)—(msf+mkf)
Mmgo+mpg

CO2(%) =

* 100 Equacédo 3

3.2.2.6 Determinagdo de acido lactico

Para determinar a producdo de acido lactico, na bebida fermentada de EVHQ foi
utilizado o método de acidez titulavel pelo método titulométrico da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2012).

3.2.2.7 Determinacéo de etanol

A producdo de etanol originada da fermentacéo alcoodlica foi calculada em quantidades
estequiométricas (SOARES et al., 2011).

3.2.3 Caracterizacdo das formulages selecionadas

3.2.3.1 Caracterizacao centesimal

As formulagdes selecionadas (F1 e F8) (ndo fermentada e fermentada) no planejamento
experimental, assim como, os gréos de quinoa e a bebida base (quinoa e agua) foram avaliados
em triplicata em andlise centesimal. A caracterizacdo seguiu metodologias oficiais da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012), sendo as mesmas caracterizadas
quanto: umidade, cinzas, lipidios e proteinas. A determinacdo de carboidratos totais foi
calculada pelo método de diferenca.

3.2.3.2 Determinacdo de compostos organicos

A quantificagdo dos compostos orgénicos (acido acético, celobiose, etanol, frutose,
glicerol e glicose), produzidos durante a fermentacdo do EVHQ, foram obtidos por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE (HPLC; LCMS-2020, Shimadzu). Os ensaios
foram conduzidos em um equipamento CLAE equipado com detector de indice de refragdo de
RID10-A e uma coluna AMINEX® BIORAD HPX87H. A bebida fermentada previamente

filtrada foi diluida em agua destilada (1:5 v/v), com posterior injecdo do volume de 20,0 uL da
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amostra ao cromatografo, acoplado a um detector PDA 10-A, operado com uma coluna C18,
eluida com acetonitrila 1:8 mL/minuto de dgua e acido acético a 1%, termostatizada a 30 £ 1°C
e com velocidade de fluxo da fase movel de 0,8 mL/minuto. Os compostos organicos foram
determinados a partir da calibracdo das curvas de cada composto, conforme a metodologia de
Bazoti et al. (2017).

3.2.3.3 Identificacdo dos microrganismos da cultura de kefir

Cem gramas dos graos de kefir adaptados por 12 horas nas formulacdes F1F e F8F do
EVHQ foram transferidos para frascos plasticos estéreis e transportados sob refrigeracdo. A
identificacdo de bactérias foi realizada a partir da extracdo do material genético e utilizando o
sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das
bibliotecas seguiu um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).
As regibes V3-V4 foram amplificadas com os primers do gene rRNA 16S, 341F com sequéncia
(CCTACGGGRSGCAGCAG), e 806R com sequéncia (GGACTACHVGGGTWTCTAAT)
(CAPORASO et al., 2012; WANG; QIAN, 2009).

Ja a identificacdo de fungos seguiu o sequenciamento de alto desempenho da regido
ITS1. O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brasil). Foi realizada a amplificagdo com primers para a regido ITS1, primer,
ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA) (SCHMIDT et al, 2013) e primer, ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al., 1990).

Em ambos os casos, as bibliotecas foram sequenciadas em um sistema MiSeq
Sequencing System (Illumina Inc., USA). As sequéncias agrupadas das unidades taxonémicas
operacionais (UTQOs) foram submetidas a classificacdo taxondémica em bancos de dados de
servigo de arvores, considerando as sequéncias com pelo menos de 99% de identidade com o

banco de dados de referéncia.

3.2.3.4 Analise microbioldgica para a determinacdo da segurancga

As amostras fermentadas (F1F e F8F) foram preparadas para a contagem utilizando
25mL de &gua peptonada 0,1% homogeneizada em Stomacher por 2min a 231 rpm e realizada

diluigdo seriada até 10-3 utilizando o mesmo meio de diluigdo. Devido a isso, foi realizada a
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contagem de Escherichia coli NMP APHA 9:2015 e APHA/AWWA/WEF9221:2012 pela
técnica do nimero mais provavel, utilizando caldo Lauril Sulfato triptose, a 35°C/24-48h, no
teste presuntivo e caldo EC no teste confirmatério, a 44,5°C/24-48h (KORNACKI; GURTLER;
STAWICK, 2015).

A contagem de Bacillus cereus APHA 31:61:2015 foi realizada pela técnica de
espalhamento em superficie utilizando agar manitol gema de ovo polimixina, incubada a
30°C/24h (BENNETT; LANCETTE, 2016). Para a contagem de estafilococos coagulase
positiva APHA 39.63:2015 foi utilizado o agar Baird-Parker, por plagueamento em superficie,
incubando as placas a 35-37°C/24h.

A determinacdo da presenca/auséncia de Salmonella foi realizada pelo método
BAM/FDA:2016, utilizando dgua peptonada tamponada 0,1% a 37°C+1/18h, na etapa de pré-
enriquecimento, caldo tetrationato a 37°C+1/24h e caldo Rapapport-Vassilis a 41,5°C+0,2/24h,
para a etapa de enriquecimento, e os agares XLD e Hectoen a 37°C+2/24h, na etapa de
confirmacdo (ANDREWS; JACOBSON; HAMMACK, 2016). Todas as andlises foram
realizadas em duplicata e os resultados comparados com a Instrucdo Normativa n°161 do
MAPA (BRASIL, 2022), a fim de determinar a seguranca microbioldgica das bebidas

analisadas.

3.2.3.5 Andlise sensorial

A anélise sensorial foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFFS CAAE: 54229621.8.0000.5564, Numero do Parecer de aprovacdo no CEP/UFFS:
5.238.640, aprovado em 11 de fevereiro de 2022. A andlise foi conduzida em cabines
individuais, no Laboratério de Analise Sensorial da Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus Laranjeiras do Sul, utilizando luz branca, com 39 consumidores entre 19 e 49 anos,
sendo estes 70% do sexo feminino e 30% do sexo masculino, que tinham o habito de consumir
alimentos fermentados como: iogurte, leite fermentado, kefir, kombucha, entre outros e que ja
haviam consumido kefir de dgua ou de leite.

Os avaliadores receberam 20mL das bebidas em copos plasticos codificados com trés
algarismos numéricos aleatérios, a <10°C, servidos de forma aleatéria nas cabines, provando
as amostras da esquerda para a direita, utilizando agua e bolacha cream craker entre as bebidas,
para limpeza das papilas gustativas. Estes avaliaram a aceitagéo utilizando uma escala hedoénica

de 9 pontos (1- desgostei muitissimo a 9- gostei muitissimo) (JONES; PERYAM;
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THURSTONE, 1955) avaliando os atributos: cor, aparéncia, aroma, acidez, dogura, sensacdo
na boca, sabor, viscosidade e impressao global. O Just About Right (JAR), foi utilizado para
avaliar a cor, a acidez, a dogura, o sabor e a viscosidade, utilizando uma escala de 5 pontos (1-
muito menos que o ideal, 2- menos que o ideal, 3- ideal, 4 - mais que o ideal, 5- muito mais que
o ideal) (ARES; BARREIRO; GIMENEZ, 2009). Para a analise de intencdo de compra foi
utilizada uma escala de acéo de 5 pontos (1- provavelmente compraria a 5- provavelmente nao
compraria) (STONE; SIDEL, 2010).

3.2.4 Simulacao de digestdo gastrointestinal in vitro

Cinco gramas de cada formulacao fermentada foram submetidos as etapas oral, gastrica
e intestinal de digestdo simulada baseada nos protocolos INFOGEST (BRODKORB et al.,
2019; MINEKUS et al., 2014). O extrato biliar foi adicionado na concentracdo de 0,12 g de
extrato biliar por g de alimento correspondendo a 21,30 mM de sais biliares na mistura de
digestéo final. Conforme recomendado por Minekus et al. (2014), a quantidade de pancreatina
foi calculada com base na atividade de tripsina (100 UmL™ na mistura final de digestdo),
resultando em 1.444 U mL —1 de atividade da lipase pancreatica na mistura final de digestao.
Lipase gastrica de RGE foi adicionada na fase gastrica a 60 U mL™* a mistura final da digestdo
gastrica, conforme recomendado pelo protocolo INFOGEST 2.0 (BRODKORB et al., 2019).
As solucdes estoque de saliva simulada (SSF), géastrica (SGF) e intestinal (SIF) fluidos foram
preparados e diluidos de acordo com o protocolo INFOGEST para que o recomendado a
composicdo idnica de cada etapa digestiva fosse alcancada (MINEKUS et al., 2014). Todos 0s
volumes de fluidos simulados e solugdes enzimaticas/biliares utilizadas no presente trabalho
foram detalhadas no estudo conduzido por Petry e Mercadante (2020). As amostras foram
mantidas a -30 °C até a analise. O quimo remanescente foi imediatamente resfriado em banho
de gelo para anélise de contagem microbiana.

Para analise da simulagdo de digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada a analise de
atividade enzimatica (amilase, celulase, lacase, lipase, protease e peroxidase) e contagem
microbiologica (bactérias acido lactica, leveduras e bactérias acido acéticas) antes e depois do

processo, para verificar a influéncia da digestdo nesses parametros.
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3.2.5 Determinacdo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada na bebida fermentada antes e ap0s
0 processo de simulacdo de digestdo in vitro, a fim de identificar quais as alteracOes

enzimaéticas, bem como o comportamento da bebida apds o processo digestivo.

3.25.1 Amilase

A atividade da enzima amilase foi determinada pela metodologia de Fuwa (1954) e
Pongsawasdi e Yagisawa (1987) utilizando amido soltuvel como substrato. Portanto, 0 amido
soltvel foi diluido na propor¢édo 1:100 (m:v) em tampao acetato 0,1 M pH 5,0. Apds 1 mL dessa
solucéo foi transferida para tubos de ensaio com mais 1 mL do extrato fermentado e mantido
em banho termostatico por 10 minutos a 38°C. Apds esse tempo, a atividade enzimatica foi
quantificada por meio da liberacdo de acucares redutores totais pelo método DNS (&cido 3,5-
dinitrosalissilico) conforme metodologia de Miller (1959) em que 0,5 mL da solugdo reacional
mais 0,5 mL de DNS serdo adicionados a tubos de ensaio e mantidos em banho termostatico a
100°C por 10 minutos. Em seguida, os tubos de ensaio foram mantidos em banho de gelo até
atingir temperatura ambiente e sera adicionado 8 mL de tartarato de sédio. Posteriormente, a
absorbancia foi determinada em espectofotdmetro utilizando comprimento de onda de 540 nm.
Uma unidade da atividade de amilase (U) é definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 pmol de glicose por minuto nas condicdes de reacgéo.

3.25.2 Celulase

Para a quantificacdo de celulase foi utilizada a metodologia de Ghose (1987) com
algumas modificacdes. Portanto, como fonte de celulose foi utilizado 50 mg de papel filtro
Whatman nimero 1, os quais foram adicionados a tubos de ensaio contendo 2 mL de tampé&o
acetato 0,2 M pH 5,5 e 1 mL do extrato fermentado e em seguida mantidos em banho a 50°C
por 1 hora. Apds o tempo de reacdo, a atividade de celulase foi determinada por meio de
liberacdo de acUcares redutores totais pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosalissilico)
(MILLER, 1959). A absorbancia foi determinada em espectofotdmetro utilizando comprimento

de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos como atividade de celulase do papel filtro
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(FPase), sendo assim, uma unidade da atividade de FPase (U) seré definida como a quantidade

de enzima capaz de liberar 1 pumol de glicose por minuto nas condi¢des de reagao.

3.2.5.3 Lacase

A atividade de lacase foi determinada pela metodologia descrita por Hou et al., (2004)
utilizando 2,2"-azino-di-3-etilbenzotialozin-6-sulfénico (ABTS) como substrato para a reacéo
enzimatica. O meio reacional foi composto por 0,4 mL de ABTS 0,01 M, 0,2 mL de extrato
fermentado e 3,4 mL de tampéo acetato de sédio 0,05 M pH 4,8. Os tubos de ensaio contendo
0 meio reacional foram mantidos em banho termostatico a 40°C por 4 minutos e posteriormente,
a absorbancia foi quantificada em espectrofotometro utilizando comprimento de onda de 420
nm. Uma unidade da atividade de lacase (U) é definida como a quantidade de enzima capaz de

formar 1 pmol de ABTS* por minuto nas condi¢des de reagao.
3.25.4 Lipase

A atividade de lipase foi determinada conforme a metodologia de Treichel et al. (2016)
a qual foi utilizada uma emulsdo de azeite de oliva a 10% (m/v) e goma arabica a 5% (m/v)
diluidos em 90% (v/v) de tampéo fosfato de s6dio 0,1 M pH 6. Portanto, o0 meio reacional foi
composto de 1 mL de extrato fermentado e 9 mL de emulsédo, o qual foi incubado em agitador
orbital a 165 RPM, 35°C por 32 minutos. A reagéo foi cessada adicionando 10 mL de solucéo
acetona/etanol (1:1 v/v). Posteriormente, o meio foi submetido ao processo de titulagéo,
adicionando-se NaOH 0,049 M até o meio atingir pH 11. A determinacdo de atividade lipasica

foi calculada por meio da equagéo 4.

(Vva-vb)*M+1000
txVc

At = ( ) * 1000 Equacdo 4
Sendo:

Va = O volume medio de NaOH utilizado na titulacdo das amostras (mL);

Vb = O volume médio de NaOH utilizado na titulagio do branco reacional (mL);

M = A molaridade do NaOH;
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t = Tempo de reacdo (min);
V¢ = O volume de extrato enzimatico bruto na reagdo (mL).
Uma unidade de atividade lipasica (U) é definida como a quantidade de enzima capaz

de hidrolisar 1 umol de substrato por minuto nas condigdes de reagao.

3.2.5.5 Protease

A atividade de protease foi determinada por meio da metodologia de Waghmare et al.
(2015), com algumas modificacdes. O meio reacional serd composto por 1 mL de caseina, 1mL
do extrato microalgal e 0,5 mL de tampé&o Glicina NaOH 0,1M. O meio foi incubado em banho
ultratermostatico a 40°C por 30 minutos. Em seguida, a reacdo sera cessada por meio da adi¢édo
de 0,5 mL de acido tricloroacético e coletada uma aliquota de 0,5 mL do meio reacional, a qual
foi misturada com 2,5 mL de tampéo carbonato de sddio 0,05 M pH 8,73 e 0,5 mL de reagente
de Folin 1M. A mistura foi mantida em temperatura ambiente de 20 a 30 minutos e apds
determinada absorbancia em espectofotometro a 660 nm.

Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 pg de residuo de tirosina por minuto nas condigdes de ensaio
(WAGHMARE et al., 2015).

3.2.5.6 Peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada pela metodologia de Khan e Robinson (1994)
e Devaiah e Shetty (2009), em que o meio reacional serd constituido de 1,5 mL de tampé&o
fosfato de sodio 0,005 M pH 5, 2 mL de agua destilada, 0,5 mL de guaiacol 1% e 1 mL de
perdxido de hidrogénio 0,08% (v/v). O meio reacional foi exposto a banho termostatico a 35°C
por 10 minutos, apos a estabilizagdo da temperatura foi adicionado 1mL do extrato fermentado,
mantendo o meio reacional em banho por mais 20 minutos. A absorbancia foi determinada em
espectrofotémetro a 470 nm. Uma unidade de atividade de peroxidase (U) e definida como a
guantidade de enzima capaz de causar incremento da unidade de absorbancia em 0,001 por

minuto nas condicOes de reacao.
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3.2.6 Caracterizagdo microbioldgica

Para a contagem, 25mL da bebida foi homogeneizada em 225mL de agua peptonada
0,1%, homogeneizada em Stomacher por 2min a 231 rpm e realizada diluicéo seriada até 108
utilizando 0 mesmo meio de diluicdo. A contagem de bactérias acido laticas foi realizada por
plagueamento em profundidade, utilizando 4gar MRS, pH 5,5, incubando as placas em estufa
bacterioldgica a 35°C por 48h+3h (NJONGMETA et al., 2015).

A contagem das leveduras foi realizada em agar glicose cloranfenicol pela técnica de
espalhamento em superficie, incubando as placas a 25°C por 72h, método APHA 21:2015
(RYU; WOLF-HALL, 2015). A contagem das bactérias &cido acéticas foi realizada utilizando
agar GYC, contendo: 10% de glicose, 1.0% extrato de levedura, 2.0% CaCO3 e 1,5% agar
(GULLO etal., 2006) e incubadas, por plaqueamento em superficie, incubando as placas a 30°C
durante 72h. As contagens foram realizadas para as dilui¢cdes que apresentavam entre 25 e 250
coldnias, sendo realizada a visualizagdo morfoldgica de 5 col6nias de cada contagem a fim de

confirmar os resultados encontrados.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas a partir da analise de variancia (ANOVA) com
0 auxilio do software Action Static versdo 3.7 e quando os resultados do teste F de regressao

foram significativos. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL (DCC)

O delineamento composto central (DCC) analisou o impacto das variaveis
independentes concentracdo de sacarose, inulina e goma xantana nas variaveis dependentes
crescimento celular dos gréos, rendimento da bebida, pH, sélidos soltveis, producédo de didxido
de carbono (COy), acido lactico e etanol (Tabela 2).

Avaliando os dados, é possivel observar que os maiores valores de crescimento celular
dos grédos de kefir (formulacdo 7 e 8) foram obtidos nas concentracdes maximas de inulina
(3,5% (m/v)) e goma xantana (0,16 % (m/v)), independente da concentracdo de sacarose.
Resultados semelhantes foram obtidos por Alves et al. (2021) quando foi avaliado o
crescimento celular dos grdos de kefir de agua apds fermentacdo em extrato hidrossoltvel
vegetal de coco. Os autores relataram em seu trabalho que o crescimento maximo dos graos de
kefir foi em concentracdes de inulina entre 2,8 a 3,0% (m/v) e de até 0,15% (m/v) de goma
xantana. Ao mesmo tempo, as formulagbes F7F (95,78 ¢/100g) e F8F (96,69 g/100gq)
apresentaram menor rendimento. Assim, quanto maior o crescimento celular dos graos, maior
a demanda de consumo de substrato, 0 que impacta diretamente o rendimento das bebidas
(NOGUEIRA et al., 2016).

Gracga et al. (2018) em seu estudo do potencial do uso de uma bebida mista de extrato
vegetal de cupuacu e leite como substrato para fermentacdo usando kefir obtiveram resultados
semelhantes. Os autores observaram que quanto maior foi a concentracdo de cupuagu menor
foi reducdo do pH e maior foi o rendimento e o crescimento celular dos graos. Além disso, 0s
autores observaram que houve uma diminui¢do do rendimento da bebida fermentada com o

aumento do crescimento dos grdos na formulagdo com maior concentragédo de cupuagu.



Tabela 2 — Variaveis resposta do delineamento fatorial das formulagc6es de bebida fermentada com kefir em EVHQ

Crescimento

Goma dos gréos de Sélidos

Sacarose Inulina  Xantana Kefir Rendimento pH  Soluveis Final  Etanol CO2 Acido latico

(Yom/v)  (Yomlv)  (Yomlv) (9/1009) (9/1009) Final oBrix (9/100g)  (g/100g)  (g/100mL)
F* (X1) (X2) (X3) (Y1) (Y2) (Y3) (Y4) (Y5) (Ye) Y7)
F1F 2(-1) 2,5(-1) 0(-1) 41,79 96,28 4,5 4,7 0,80 0,77 0,09
F2F  10(+1) 25(-1)  0(-1) 41,71 96,89 4,4 11,8 0,62 0,60 0,22
F3F 2(-1) 3,5(+1) 0(-1) 30,83 97,06 4,2 5,6 0,71 0,68 0,18
FAF 10 (+1) 3,5(+1) 0(-1) 33,99 96,68 4,2 12,4 0,85 0,81 0,20
F5F 2 (-1) 25(-1) 0,16 (+1) 31,20 96,29 4,4 4,4 1,15 1,1 0,20
F6F  10(+1) 25(1) 0,16 (+1) 37,61 96,60 45 11,7 0,91 0,87 0,11
F7F 2(-1)  35(+1) 0,16 (+1) 48,05 95,78 43 5,3 0,93 0,89 0,18
F8F  10(+1) 3,5(+1) 0,16 (+1) 47,32 96,69 4,2 12 0,51 0,49 0,11
FOF 6 (0) 3(0) 0,08 (0) 36,69 96,91 41 8,6 0,57 0,55 0,22
F10F 6 (0) 3(0) 0,08 (0) 30,79 97,83 4,2 8,5 0,44 0,42 0,22
F11F 6 (0) 3(0) 0,08 (0) 21,60 97,89 41 8,5 0,51 0,49 0,23

Sendo: *F: Formulacdo;
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O pH das formulagfes variou de 4,1 a 4,5 em 12 horas de fermentagdo. Wang et al.
(2021) afirmam que a queda de pH ao longo do tempo de fermentacdo, é em funcdo da
fermentacao lactica, em que parte dos agucares fermentesciveis sdo convertidos em &cido latico
e CO». As formulagdes com maiores crescimentos dos graos (F7F e F8F) apresentaram pH final
de 4,3 e 4,2, enquanto as formulagdes com menores crescimentos (F3F, F10F e F11F) obtiveram
um pH de 4,2, 4,2 e 4,1. Graca et al. (2018) constataram que a adi¢do de polpa de cupuacu
provocou uma reducdo no pH, e com isso houve um aumento da disponibilidade de
monossacarideos, tais como glicose e frutose, os quais podem ser mais facilmente assimilados
em relacdo aos dissacarideos (sacarose), que por consequéncia provocam o crescimento mais
rapido de algumas espécies de microrganismos presentes nos gréos do kefir, como as leveduras.
Tal fato ndo foi observado no presente trabalho provavelmente pela presenca de inulina nas
formulagoes.

Lopusiewicz et al. (2020) estudaram a influéncia de diversas concentragdes de inulina
em uma bebida fermentada a base de torta de 6leo de linhaga. Os autores comentaram que a
inulina pode atuar como espessante, logo, esse comportamento pode reduzir a mobilidade e a
disponibilidade dos nutrientes na fermentacao e por consequéncia reduzir o crescimento celular
e aumentar o rendimento da bebida. Bernat et al. (2014) em estudo sobre o processo de
fermentagdo do leite de aveld com Lactobacillus rhamnosus GG e inulina, observaram que o
microrganismo utilizado ndo foi capaz de degradar a inulina, que permaneceu exercendo
beneficios a salde do hospedeiro. Os autores relataram que a inulina reduz a mobilidade e
disponibilidade de nutrientes para o processo de fermentacdo. Ao mesmo tempo, a interacdo da
inulina com algumas culturas de microrganismos pode ter um efeito sinérgico no tempo de
fermentacdo devido as propriedades prebidticas inerente a inulina que afeta positivamente o
crescimento de lactobacilos (KOLIDA; TUHOY; GIBSON, 2002).

Os sdlidos soltveis foram influenciados diretamente pela concentracdo de sacarose
adicionada, onde formula¢es com 10% (m/v) de sacarose apresentaram resultados superiores
aos demais. Quando avaliamos os dados, estes vao de acordo com o esperado, uma vez que a
andlise de determinacdo de solidos soluveis corresponde ao total de aglcares dispersos em
solucdo aquosa. A concentracdo de sélidos soltveis em bebidas fermentadas possui a tendéncia
de reducdo, uma vez que estes componentes atuam como substrato para a metabolizagdo por
microrganismos durante o processo, ocorrendo a biossintese de acidos orgéanicos e consecutiva
reducdo do pH (LIMBAD et al., 2023).

A legislacdo determina que a porcentagem de etanol nas bebidas fermentadas de kefir

estejam entre 0,5 e 1,5 % m/v (BRASIL, 2007), porem para o kefir de 4gua ainda nédo existe



29

especificacfes regulamentadas por lei. No presente trabalho, a produgéo de etanol nas
formulagGes variou de 0,44 a 1,15 g/100g. As concentracdes de etanol encontradas na literatura
para kefir de 4gua variam bastante, em virtude das bebidas produzidas com grdos de kefir
possuirem microbiotas distintas (TZAVARAS; PAPADELLI; NTAIKOU, 2022). O conteudo
de etanol produzido deve ser suficiente para dar a bebida um leve sabor de bebida alcodlica e
aroma de levedura (BESHKOVA et al., 2003).

A producédo de CO; esta relacionada a atividade das leveduras presentes na cultura de
kefir. Durante a fermentacéo, os acucares fermentaveis sdo convertidos em alcool etilico e CO..
Portanto, o teor de acucar das bebidas diminui apés a fermentagdo. Pode-se dizer que h&a uma
diminuicdo nos valores °Brix devido a diminui¢do do aclcar (OZCELIK; AKAN; KINIK,
2021). Os resultados obtidos neste trabalho variaram de 0,42 a 1,1 (g/100g). A maior producao
de CO2 (1,1 g/100g) foi encontrada na formulagdo F5F com menor crescimento dos graos
(31,20 g/100g) e com menor valor para SS (4,4 °Brix). Este comportamento esté relacionado
com a diminuicdo do teor de sélidos sollveis durante o tempo de fermentacdo (PAREDES;
ESCUDERO-GILETE; VICARIO, 2022).

A quantidade de &cido latico variou de 0,09 a 0,23g/100g. Segundo com a legislacdo, a
Resolugdo n° 46, estabelece que o kefir deve possuir acidez maxima (acido lactico) de 1%
(BRASIL, 2007). Neste estudo as formulacbes FOF, F10F e F11F (triplicatas — ponto central),
obtiveram porcentuais médio de &cido lactico de 0,22%, estando dentro do limite estabelecido
pela legislacdo. Apesar de todas as formulag6es estarem dentro da legislacéo, Silva et al. (2018)
contribuem que valores de acidez titulavel em torno de 0,9 % de acido latico sdo considerados
apropriados para bebidas kefir, porque os produtos apresentam acido latico em concentracGes
adequadas para contribuir na formacdo de um sabor fresco e ligeiramente acido.

Os resultados obtidos nas formulagdes determinadas através do DCC, foram submetidos
a analise de regressdo e ndo apresentou interacdes significativas (p < 0,05) em um intervalo de
confianga de 95% (a = 5%). Desta forma, optou-se por utilizar as formulagbes que
compreendem os extremos, sendo elas F1F (minimo de sacarose e inulina e zero de goma
Xantana) e F8F (maximo de sacarose, inulina e goma xantana) a fim de avaliar as caracteristicas

sensoriais, fisico-quimicas e microbioldgicas da bebida fermentada.
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4.2 COMPOSICAO CENTESIMAL

A avaliacdo da composicgéo centesimal (Tabela 3) foi realizada na quinoa em gréos (Q),
no extrato vegetal hidrossoltuvel de quinoa base (EVHQ), na formulacdo F1 ndo fermentada
(FINF) e fermentada (F1F), na formulacdo F8 ndo fermentada (F8NF) e na fermentada (F8F).

Tabela 3 — Composicédo centesimal da quinoa em gréos (Q), no extrato vegetal hidrossoltvel de
quinoa base (EVHQ), na formulacdo F1 ndo fermentada (FINF) e fermentada (F1F), na

formulacdo F8 ndo fermentada (FBNF) e na fermentada (F8F).

Umidade Cinzas Proteinas Lipidios = Carboidratos titu'lo'g\(i/lgletzotal
% (m/m) % (m/m) % (M/m) % (m/m) % (m/m) mEq. kg™

Q 10,2+0,2 2,24+0,06 13,63+135 453+0,39 69,40+0,93 163,47 +9,63
EVHQ 99,3+0,0 <01 0,19+0,06 0,02+0,00 0,39+0,00 1,62 + 0,00
FINF 949+0,0 <01 0,20+0,05 0,03+0,00 4,77+0,00 0,79 +0,00
FIF 943%0,1 <0,1 0,26 +0,06 0,06+0,00 5,29+0,01 15,11 + 0,79
F8NF 85,0+0,1 <01 0,21+0,03 0,05+£0,01 14,64+0,01 0,79+ 0,02
F8F 86,9+0,0 <01 0,30+0,05 006+001 1264+0,00 18,83+1,29

*EVHQ: extrato elaborado com os grdos de quinoa e agua; FINF: EVHQ adicionado de 2,0% (m/v) sacarose;
2,5% (m/v) inulina; F1F: Formulacdo 1 apds a fermentacdo; FBNF: EVHQ adicionado de 10,0%(m/v) sacarose;
3,5% (m/v) inuling; 0,16% goma xantana, F8F: Formulacdo 8 apds a fermentacéo.

A quinoa em graos (Q) apresentou 0s maiores valores em todos o0s parametros avaliados
quando comparada com os extratos, uma vez que as bebidas elaboradas ja estdo em fase
liquida/diluida. Estudos apontam que o teor de proteina na semente de quinoa pode variar de
12 a 15% (ALROSAN et al., 2022), o que vai de encontro com o valor obtido no presente estudo
(13,63%). Seu conteldo proteico é considerado uma das principais vantagens em seu consumo,
pois contém aminoacidos essenciais em quantidade superiores que demais cereais, como milho,
trigo, arroz e cevada (ZHU, 2020). A lisina e tirosina ficam em destaque, podendo representar
17,13 € 9,34 g/100 g, respectivamente, dos aminoacidos presentes na semente de quinoa. Além
disso, quando avaliamos o contedo mineral as sementes de quinoa apresenta uma elevada
quantidade de potassio, ferro, magnésio, calcio e cobre, o que é nutricionalmente relevante
(KONISHI et al., 2004).

Avaliando o EVHQ base elaborado apenas com a quinoa e agua com as formulagdes
ainda ndo fermentadas (FINF e F8NF) adicionadas de sacarose, inulina e goma xantana €

possivel observar diferenca nos teores de umidade, proteina, lipidios, carboidratos e acidez.
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Na Tabela 3 é possivel observar que os teores de umidade variaram de 10,2 a 99,3%. O
menor valor foi encontrado para a quinoa em graos (10,2%), o que era esperado afinal ela se
encontrava na forma in natura. O maior valor foi observado no extrato de quinoa base (99,3%)
que foi elaborado apenas com quinoa e agua. Ao adicionar esses ingredientes (sacarose, inulina
e goma xantana) foi possivel observar uma redugdo na umidade da FINF (94,9%) e da FBNF
(85,0%). A F8NF obteve maior reducédo devido a formulagéo utilizar maiores concentracoes de
sacarose, inulina e goma xantana, os quais sdo capazes de ligar quimicamente com a agua e
reduzir a umidade do produto. Resultado semelhante foi obtido por Mesquita et al. (2020), onde
quanto maiores as concentracdes de acucar adicionado na bebida fermentada vegana, menores
foram os teores de umidade. O processo fermentativo reduziu a umidade da F1 de 94,9% para
94,3% e aumentou da F8 de 85,0% para 86,9%.

A concentracdo de cinzas variou de 0,1 (para todos os extratos elaborados) a 2,24%
(quinoa em grdos). Logo, é possivel observar que a adigdo de dgua na elaboracdo dos extratos
provocou sua dilui¢do, que resultou em reducdo dos valores. Mesquita et al., (2020), ao
avaliarem bebidas fermentadas a base de extratos vegetais de coco e grao de bico encontraram
teores de cinzas entre 0,30 a 0,33 g/100g, sendo que nas bebidas com maiores concentracdes de
acucar (10,0 g/100g) esses teores foram menores.

Os teores de proteinas variaram de 13,63% (Q) a 0,30% (F8F). Essa reducdo no teor de
proteina se deu pelo préprio processamento, no qual provocou diluicdo pela adi¢do de agua. O
teor proteico de ambas as formulagdes aumentou apds a fermentacéo, fator este que pode ser
explicado pela alta atividade proteoliticas dos microrganismos presentes no kefir, capazes de
realizar a hidrolise proteica do substrato e aumentar a disponibilidade de peptideos bioativos e
aminoacidos livres como fonte de nitrogénio. Estes, por sua vez, podem ser quantificados pelo
método de Kjedahl como proteinas e otimizam o aporte proteico de bebidas fermentadas de
kefir (FARNWORTH; MAINVILLE, 2003; SKRZYPCZAK et al., 2019). Resultado
semelhante foi observado por Alrosan et al. (2021) durante a fermentagéo do extrato de lentilha,
onde a concentracao de proteinas aumentou de 76,4% para 84,2%.

Em relacdo a teores de lipidios a F8F (0,06%) foi a formulacéo que apresentou o maior
valor. Da mesma forma, como ocorreu nas proteinas, 0 processo fermentativo provocou um
pequeno aumento na concentracdo de lipideos da formulacdo F1 (de 0,03 para 0,05%) e da
formulacdo F8 (de 0,05 para 0,06%). Além disso, é possivel observar que a adi¢cdo de goma
xantana (F8) aumentou a concentracdo de lipidios. Resultado semelhante foi obtido por Alves

et al. (2021), onde no tempo 0 (inicio da fermentacdo), a formulagdo com maior concentracéo
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de goma xantana (0,26% (m/v)) apresentou resultado superior de teor lipidico que a amostra
com concentragdo de 0,01 % (m/v).

Quando avaliamos a variacdo da FINF (0,03%) para F1F (0,05%), o aumento dos
lipidios ocorreu de forma mais significativa. O aumento dos teores lipidicos apos processo
fermentativos pode ser explicado pela presenca de algumas espécies de leveduras e bactérias
acido laticas, as quais possuem atividade lipolitica através das enzimas presentes no processo
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; OLATERU et al., 2020). Além disso, conforme relata
Santos et al., (2019), a adicdo de inulina em extrato vegetal de soja fermentado com kefir
aumenta o teor lipidico quando comparado com amostra controle (sem inulina), o que pode ser
justificado por sua atividade prebiotica.

A formulacdo FBNF contém a maior concentracdo de sacarose (10%) adicionada, bem
como ha a presenca de goma xantana (0,16%), que € isenta na formulacdo FINF. Com isso, 0
percentual de carboidratos da F8NF (14,64%) foi superior a formulacdo FINF (4,77%). Este
resultado era esperado, uma vez que a concentragdo de sacarose, inulina e goma xantana
adicionada eram superiores. Estes componentes disponibilizam maiores concentracdes de
hidratos de carbono, consecutivamente o teor de carboidratos na bebida fermentada (GRASSO
etal., 2021).

Para as amostras fermentadas, observa-se um fendmeno distinto entre as duas amostras,
pois, uma vez que a concentragdo de carboidratos da formulacdo F8F (12,64%) reduziu em
relacdo a sua amostra equivalente F8NF (14,64%), ja a amostra F1F (5,29%) aumentou sua
concentracdo de carboidratos em relacdo a FINF (4,77%). A reducdo que ocorreu na
formulacdo F8 era o esperada, uma vez que ocorre 0 consumo de agucares disponiveis pelos
microrganismos, metabolizando em &cidos e compostos organicos.

Na formulacdo F1 foi adicionada uma menor quantidade de aclcar, logo, para a
obtencdo de substrato suficiente para realizacdo da fermentagdo € necessario que ocorra a
hidrolise de componentes como a inulina. A inulina € uma fibra alimentar complexa, composta
por polimeros e oligbmeros lineares de frutose (GUPTA et al., 2019). Quando nao ha disponivel
em quantidade suficiente monossacarideos e dissacarideos, como frutose e glicose, para a
metabolizacdo do microrganismo, pode ocorrer a metabolizagdo de inulina para a obtengéo de
energia e liberacdo de derivados de inulina (BERNAT et al., 2014). Logo, a metabolizacao da
inulina durante a fermentacdo pode viabilizar 0 aumento da concentracdo de carboidratos na
bebida fermentada.

Ja para acidez titulavel total, é possivel observar que o extrato base (EVHQ) apresentou

um valor superior (1,62 mEeq. kg™) as formulagdes ndo fermentadas (FINF e F8NF) (0,79
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mEeq. kg™) adicionadas de sacarose, inulina e goma xantana. Isso ocorre devido ao aumento
de hidroxilas disponiveis no meio, que ficam disponiveis para rea¢do quando dissolvidas em
meio aquoso, resultando na reducdo da acidez e aumento do pH (VOET; VOET; PRATT,
2002). Era esperado que com o processo fermentativo houvesse um aumento da acidez em
virtude da formacdo de &cidos organicos como &cido acético, decorrentes da atividade
bacteriana presente no kefir. A formulacdo F8F (18,83 mEeq. kg?) apresentou valores mais
significativos para a acidez titulavel que a formulagio F1F (15,11 mEeq. kg™), devido a maior
disponibilidade de substrato para a metabolizacdo dos microrganismos presentes e evolucdo do
processo fermentativo. Estudo realizado por Alves et al. (2021) apresentou resultado
semelhante, onde a maior concentracdo de aclcar de coco apresentou maior impacto na
acidificacdo de bebida fermentada com extrato hidrossolvel de coco fermentado com kefir de
agua, mesmo em menor concentracao de inulina. O mesmo foi evidenciado por Limbad et al.
(2023) e Mesquita et al. (2020), onde maiores teores de agtcar em bebidas fermentadas a base
de extratos vegetais de coco e gréo de bico propiciaram maiores redugdes de pH e aumento na

acidez do produto.

4.3 COMPOSTOS ORGANICOS

Os compostos organicos presentes em uma bebida fermentada podem variar de acordo
com os processos metabolicos que 0s microrganismos presentes no meio, 0s quais dependentem
da composi¢éo e nutrientes. Para compostos organicos tivemos os resultados apresentados na
Tabela 4.

Conforme disposto, a celobiose, glicose e frutose foram utilizadas na metabolizacdo em
acido acetico, etanol e glicerol. A celobiose é um dissacarideo presente em vegetais,
metabolizada através da hidrdlise da celulose em celodextrinas, compostas por duas moléculas
de glicose. Estas, por sua vez, no processo fermentativo sdo convertidas principalmente em
etanol (ZHANG; DONALDSON; MA, 2012). De acordo com os dados obtidos, pode-se
concluir que a metabolizagéo de celobiose ocorreu de forma mais intensa na F1F (0,32 g/L) que
na formulacéo F8F (7,80 g/L), obtendo apds 12h de fermentagédo a concentragdo 95% inferior.
Considerando que a concentracdo de sacarose adicionada na formulacdo F8 é 80% superior a

concentracdo de F1, as rotas metabdlicas devem encontrar nutrientes secundarios.
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Tabela 4 — ConcentragGes de aglcares e compostos organicos nas F1F e F8F

Acucares F1F* F8F**
g/L g/L
Celobiose 0,32 7,80
Glicose 4,80 27,64
Frutose 8,01 30,06
Compostos organicos
Acido acético 0,23 0,26
Etanol 3,65 4,50
Glicerol 0,12 0,23

*F1F: EVHQ fermentado ap6s adicdo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado
apos adicdo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.
*** Os elementos Arabinose, &cido férmico, acido citrico e xilitol ndo foram detectados.

Quando avaliamos as concentracgdes de sacarose adicionadas nas formulagdes, sabendo
gue a sacarose é um dissacarideo basicamente composto por moléculas de D-glicose e D-frutose
(SIMONCIC; LUKSIC, 2021), em sua hidrélise, os compostos possuem a tendéncia de estarem
em concentracBes semelhantes na bebida. Porém, a concentracao de glicose apds fermentacao
foi inferior a concentracdo de frutose em ambas as fermentacdes. Logo, pode-se constatar que
a metabolizagéo de glicose ocorreu de forma mais intensa quando comparada as concentragoes
de frutose observadas. Estudos demostram que o consumo de glicose por microrganismos
presentes no kefir pode ser responsavel por metabolizar compostos organicos, como etanol e
acido acetico (LIMBAD et al., 2023; NORBERTO et al., 2018; TU et al., 2019).

Quanto as concentracgdes de frutose, quando avaliamos 0s componentes adicionados ao
extrato vegetal houve uma maior concentracao de frutose na formulacdo F8F (30,06 g/L) que
na F1F (8,01 g/L), uma vez que as concentracdes adicionadas de sacarose e inulina eram
superiores. A frutose quando metabolizada é revertida principalmente para a producdo de
etanol, o que corrobora com os dados encontrados na literatura. Alves et al. (2021) em seu
estudo utilizando como base para fermentacéo extrato hidrossoltvel vegetal de coco constatou
que formulagdo contendo maior concentracdo de inulina e frutose obteve ap6s 24h de
fermentacdo maior concentracdo de etanol que demais. Esta rota metabolica pode ocorrer
devido ao metabolismo seletivo de microrganismos, como leveduras da espécie
Saccharomyces, que produzem etanol em meios com maior disponibilidade de frutose
(FIORDA et al., 2016).

A producdo de etanol apresentou valores mais representativos que os demais compostos
organicos resultantes de rotas metabolicas dos microrganismos presentes na cultura de kefir

utilizada. Os microrganismos presentes na cultura de kefir, principais responsaveis pela
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metabolizacdo de etanol, sdo as leveduras da espécie Saccharomyces, seguido de bactérias da
espécie Lactobacillus (ATALAR, 2019; MORRISSEY et al., 2004; NORBERTO et al., 2018).
Esta informacédo corrobora com os dados encontrados no presente estudo, onde ap6s 12h de
fermentacao, o grupo Saccharomyces sp. e Lactobacillus obtiveram maior contagem nos gréos
de kefir.

O é&cido acético e glicerol podem ser metabolizados diretamente pelo consumo de
acucares disponiveis ou ainda por uma rota secundaria geralmente realizada por bactérias
heterofermentativas do género Acetobacter, capazes de realizar a conversao de etanol em
acetaldeidos via desidrogenase (0JO; DE SMIDT, 2023). Portanto, nos trabalhos consultados
onde utiliza-se kefir como cultura base para a fermentacdo, resultados semelhantes foram
obtidos. Em seu estudo, Tzavaras et al. (2022) evidenciou concentracdes entre 1,0 a 2,5% (m/v)
de etanol e menos de 0,03%(m/v) de acido acético durante a fermentacdo utilizando kefir em
solucdo de sacarose e sucos de frutas. J& Maldonado et al. (2020) atingiu valores entre 1,54 a
2,00 g/L de &cido acético em bebida fermentada com kefir apds 24h de fermentacdo. Nao foram

identificados valores representativos para arabinose, acido citrico, acido férmico e xilitol.

4.4 IDENTIFICACAO E VARIEDADE DOS MICRORGANISMOS DA CULTURA DE
KEFIR

O gréo de kefir consiste em um sistema simbi6tico complexo de microrganismos,
principalmente constituido de bactérias acido laticas, acido acéticas e leveduras, incorporados
a uma matriz de exopolissacarideos insolivel em dgua (MORETTI et al., 2022). Foi realizado
0 mapeamento dos microrganismos presentes na matriz apos 12h de fermentacdo a partir da
extragdo do material genético e classificagdo taxondmica sequenciadas com 99% de identidade
de bancos de referéncia. Os dados estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.

Quando avaliamos a contagem de leveduras (Figura 2) presentes nos graos de kefir apos
processo fermentativo, observamos que a contagem majoritaria se encontra na familia
Saccharomyces sp., de forma mais expressiva na F8F que na F1F. Este resultado pode ser
explicado devido a maior quantidade de inulina e sacarose adicionadas e disponiveis para a
metabolizacdo, otimizando o crescimento celular das leveduras da espécie Saccharomyces.
Além do mais, estes microrganismos sdo 0s principais responsaveis pela metabolizacdo de
etanol no meio, atraves do consumo de aclcares disponiveis (MORRISSEY et al., 2004;

SANTOS et al., 2019) como glicose, frutose e celobiose, evidenciados no presente estudo.



36

Figura 2 — Identificagdo de leveduras presentes em graos de kefir de agua cultivados
em substrato de extrato vegetal hidrossoluvel de quinoa
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*F1: Kefir fermentado em EVHQ apés adi¢éo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8: Kefir fermentado
em EVHQ fermentado ap6s adi¢éo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.

Quando realizamos a avaliacdo das bactérias presentes em ambos 0s meios, observamos
uma prevaléncia de bactérias acido lacticas (BAL), principalmente da espécie Lactobacillus.
Ao contrario do crescimento de leveduras mais expressivo na formulacdo F8F, a formulagédo
F1F apresentou maior representatividade de bactérias. As bactérias do género Lactobacillus,
Leuconostoc e Oenococcus podem ser encontrados comumente em grdos de kefir de agua. Estas
bactérias heterofermentativas sdo capazes de sintetizar acido latico, diéxido de carbono e etanol
através de rota metabolica, ou ainda acido acético na presenca substratos especificos (ENDO;
OKADA, 2006; FIORDA et al., 2016; GAO et al., 2013).

As bactérias do género Xanthomonas possuem metabolismo exclusivamente vegetal e
sdo utilizadas na sintetizacdo da goma xantana (PICCHI et al., 2021). Quando avaliamos os
dados obtidos, pode-se observar que a formulacdo F8F apresentou valor 82% superior de
Xanthomonas citri, 0 que pode ser justificado devido a adi¢cdo de goma xantana, isenta na
formulacdo F1F. Além disso, foram encontradas contagens superiores de bactérias do género
Leuconostoc na formulacdo F1F quando comparada com a formulagdo F8F. Estes dados
corroboram com o aumento do contetdo lipidico obtido no presente estudo, pois possuem
atividade lipolitica e aumentam a concentracOes de acidos graxos livres e glicerol através de
sua atividade metabdlica. Nao foram encontrados estudos recentes referentes a Eubacteriales

bacterium em produtos alimenticios fermentados.
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Figura 3 — Identificacdo de bactérias presentes em gréos de kefir de 4gua cultivados em substrato de extrato vegetal hidrossoltvel de

quinoa
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*F1: Kefir fermentado em EVHQ fermentado apés adigdo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8: Kefir fermentado em EVHQ fermentado apds adi¢ao de 10,0%(m/v)
sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.
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4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA PARA A DETERMINACAO DA SEGURANCA DAS
BEBIDAS

Antes da realizacdo da analise sensorial, as formulacbes F1F e F8F foram submetidas a
analise microbiologica para determinar se estas estariam aptas a serem consumidas. Levando
em consideracdo os limites estabelecidos para tofu e similares refrigerados descritos na IN 161
(BRASIL, 2022) e por se tratar de um alimento com pH igual ou menor que 4,4, as bebidas

fermentadas foram consideradas aceitas dentro dos padrées estabelecidos (Tabela 5).

Tabela 5 — Parametros microbioldgicos estabelecidos e obtidos através das analises
microbioldgicas das formulagdes de bebida fermentada de EVHQ

Analise realizada Valores de referéncia  Resultados Unidade
utilizada

Contagem de 10-102NMP/goumL <30 NMP/mL
Escherichia coli
Contagem de 102~ 103UFC/goumL  <1x10* UFC/mL
Bacillus cereus
Contagem de
Estafilococos 10? — 10° UFC/g ou mL <1x10* UFC/mL
coagulase positiva
Analise de Auséncia em 25¢g Ausente Ausencia e
Salmonella presenca

4.6 ANALISE SENSORIAL

Como pode ser observado na Figura 4-A, os atributos cor, aparéncia e viscosidade
tiveram a maior parte das respostas concentradas entre as areas de indecis@o e aceitacdo. Os
atributos aroma, acidez, dogura, sensacao na boca, sabor e impressao global se localizaram entre
as areas de rejeicdo e indecisdo. Para a amostra F8F (Figura 4-B) o atributo aroma apresentou
notas distribuidas entre as areas de rejei¢éo, indecisdo e aceita¢do, os demais atributos avaliados
tiveram suas notas mais concentradas entre as areas de indecisdo e aceitacdo, mostrando que
esta formulacdo foi mais bem avaliada, quando comparado a F1F. Essa diferenca entre as
formulacGes pode ser explicada pela concentracdo dos compostos organicos (acido acético,
etanol e glicerol), os quais estdo em maior concentragédo na F8F. Adicionalmente, uma das

possiveis causas para esta segmentacdo dos resultados é o desconhecimento da amostra, pois,
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embora os avaliadores ja tenham consumido extratos vegetais, eles ndo eram usuarios
frequentes deste tipo de produto, bem como, muitos deles nunca consumiram bebida fermentada
a base de extratos vegetais com kefir, logo, sugere-se uma familiarizacdo dos consumidores ao
produto ou adi¢cdo de um sabor conhecido.

Para 0 JAR, observou-se que os atributos cor, acidez e viscosidade, para a amostra F1F
(Figura 4-C) apresentaram segmentacdo dos resultados e para os atributos dogura e sabor 0s
avaliadores determinaram que estava abaixo do ideal, uma vez que mais de 70% dos avaliadores
tiveram esta impressdo. Para a amostra F8F (Figura 4-D) todos os resultados apresentaram
segmentacdo, no entanto, a maior parte se concentraram entre ideal e acima do ideal, indicando
que ambos 0s produtos necessitardo de ajustes para melhorar a sua aceitacdo. Tal fato foi
comprovado na analise de compostos organicos (Tabela 4), os quais demonstram que a F1F
apresentou menores valores de celobiose, glicose e frutose, que impactou na dogura do produto
ao comparar com a F8F.

Tu et al. (2019) em sua andlise sensorial de uma bebida de soro de soja fermentada com
kefir de 4gua observaram que as amostras fermentadas por mais de 2 dias tinham um sabor
amargo intenso e penetrante que as tornavam inaceitaveis para os provadores, e as amostras que
foram submetidas a 2 dias fermentacéo receberam pontuagdes mais altas para aceitabilidade
geral. Esatbeyoglu et al. (2023) estudaram as propriedades sensoriais do kefir de agua
produzido a partir de suco de bagaco de Aronia melanocarpa. A bebida elaborada apresentou
resultados médios na area de rejeicdo para os atributos turbidez, docura, acidez, sabor e
aceitacdo global, e médias aceitaveis para cor e atratividade dptica e média na area de indecisdo
para odor. Quando foram avaliados 0 bagaco e o suco desta fruta, estes tiveram pontuagdes
mais altas do que o produto fermentado, afirmando que o produto fermentado era espumoso e
levemente acido, semelhante as bebidas testadas no presente trabalho.

Se avaliarmos a media dos resultados alcancados para o teste de aceitacdo do presente
trabalho, verifica-se que os atributos aparéncia (6,6+1,6) e cor (6,6+1,4) da amostra F1F foram
acima de 6,0 assim como os atributos cor (6,9+1,4), aparéncia (6,8+1,5), aroma (5,9+1,8),
acidez (6,9£1,7), docura (6,8+1,8), sensacdo na boca, sabor (6,6+1,7), viscosidade (6,8+2,1) e
impressdo global (6,7+2,1) para a amostra F8F. Varios estudos sobre bebida fermentada com
kefir de agua afirmam que as notas obtidas nas analises sensoriais variam com o tipo e
quantidade de cultura de kefir de agua, temperatura de fermentacdo e armazenamento, a
matéria-prima utilizada na producéo e o conteudo de substancia solivel em agua (CORONA et
al., 2016; PUERARI; MAGALHAES; SCHWAN, 2012; RANDAZZO et al., 2016).
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Figura 4 - Anéalises de pesquisa com o consumidor de inten¢do de compra das amostras F1F (A) e F8F (B) e Just about right das amostras F1F

(C) e F8F (D).
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*F1F: EVHQ fermentado apds adicdo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado ap6s adigéo de 10,09%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina;
0,16% goma xantana.
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Por fim, para a intengdo de compra (Figura 5), 64% dos consumidores disseram que
provavelmente comprariam a amostra F8F, com média (2,4+1,0) e 66% dos provavelmente néo
comprariam a amostra F1F, com média de 3,8+0,9. Logo, considera-se que se deve investir na
formulacdo F8F, realizando ajustes neste protétipo, a fim de alcancar a sua aceitacéo.

Segundo alguns autores em termos de sabor, elaborar misturas com polpas de frutas e
outros extratos vegetais tém uma alternativa para tornar as bebidas mais atraentes e agradaveis
ao paladar (ALBUQUERQUE et al., 2015; CHAVAN et al., 2018; NORBERTO et al., 2018).
Para Panghal et al. (2018) mascarar o sabor dos extratos vegetais para torna-los aceitaveis,
assim como, manter a estabilidade microbiana durante o armazenamento € um desafio na

indUstria de bebidas

Figura 5 - Analises de intencdo de compra para ambas as amostras (F1F e F8F).
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*F1F: EVHQ fermentado ap6s adi¢do de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado
apos adicdo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.

4.7 CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E ENZIMATICA APOS SIMULACAO DE
DIGESTAO GASTROINTESTINAL IN VITRO

A andlise de digestdo in vitro busca simular as condigbes gastrointestinais que 0s
componentes presentes na bebida fermentada serdo submetidos apos ingestdo e como estes
componentes irdo se comportar quanto biodisponibilidade e absor¢édo pelo organismo humano.
Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados obtidos para andlise enzimatica da bebida
fermentada antes e ap0s simulacgdo de digestdo gastrointestinal in vitro.

Alguns autores relatam que o kefir tem papel importante na digestdo (HERTZLER,;
CLANCY, 2003), pois € caracterizado como prebidtico que auxilia na prevencéo e tratamento

de disbiose intestinal, como também podem apresentar propriedades antimicrobianas e auxiliar
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na modulac&o da resposta do sistema imune (HAMIDA et al., 2021). Além disso, seu poder de
sintese de exopolissacarideo é um indicativo de que esses 0s micro-organismos sdo produtores
de enzimas extracelulares. Adicionalmente, as bactérias acido laticas presentes nos graos de
kefir tem a capacidade de produzir enzimas que podem transformar substancias complexas em
compostos com atividade biologica (DOAN, et al., 2017; NIEVES et al., 2017). No perfil
enzimatico houve reducdo de todas as enzimas analisadas para ambas as formulagdes, exceto
para a amilase na F1F, que foi de 14,05 U/mL para 39,41 U/mL (Tabela 6).

A maioria dos trabalhos apresentam uma reducdo para todas as enzimas analisadas
(SEYHANEYILDIZ CAN etal., 2014), mesmo sendo possivel que ocorra aumento de atividade
de algumas enzimas digestivas durante o processo de digestdo (SUZER et al., 2008). Uma
possivel explicacdo para 0 aumento de amilase ter ocorrido apés a digestdo simulada em F1F e
ndo em F8F, é a diferenca na concentracao de carboidratos e polissacarideos complexos ter sido
maior na segunda formulacdo, o pode ter demandado maior acdo enzimatica e
consequentemente, consumo. A amilase é capaz de modificar a disponibilidade do perfil
metabolico da digestdo do amido trazendo vantagens no processo de fermentacdo (GALLO et
al., 2016; TRICARICO; JOHNSTON; DAWSON, 2008).

Tabela 6 — Perfil enzimatico das formulacdes de bebida fermentada de EVHQ antes e

apos da simulacdo de digestdo gastrointestinal in vitro

Enzima FIF . FeF . Unidade
Antes Depois Antes Depois
Amilase 14,05 39,41 423,85 98,73 U/ml
Celulase 19,87 8,00 101,54 16,59 U/ml
Lacase 0,04 0,00 0,04 0,00 U/ml
Lipase 0,58 0,00 0,00 0,00 U/ml
Peroxidase 53,75 3,32 59,58 3,30 u/ml
Protease 56,11 0,00 51,39 0,00 u/ml

*F1F: EVHQ fermentado ap6s adi¢do de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado
apos adicdo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.

A digestéo gastrointestinal in vitro evidenciou a redugdo de bactérias acido laticas e
leveduras e aumento de bactérias acido acética na fase liquida para ambas as formulagGes
(Tabela 7). J& para parte sélida (Tabela 8), houve o aumento bactérias acido laticas e leveduras

e as bactérias acido acética mantiveram-se altas.



43

Tabela 7 — Caracteristica microbioldgica das formulacdes de bebida fermentada de
EVHQ antes e ap6s da simulacéo de digestdo gastrointestinal in vitro

) ) F1F* F8F** )
Microrganismo ) ) Unidade
Antes Depois  Antes Depois
BAL 2,2x108 <10 5,5x108  4,2x10> UFC/mLoug
BAA 1,4x108 2,6x108  4,2x10®8 1,9x10° UFC/mL oug
LEV 4,9x10° <10 6,2x10° <10 UFC/mLoug

Sendo: BAL — bactérias acido lacticas, BAA- bactérias acido acéticas e LEV — leveduras

*F1F: EVHQ fermentado apds adicdo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado
apos adigdo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.

Com base nos resultados pode-se observar que a contagem das BAL e de LEV foi maior
para a amostra solida do que a liquida (Tabela 8), provavelmente devido a composi¢do da
amostra proporcionar uma protecao a estas bactérias e leveduras, no entanto, podem-se observar
que a diversidade de leveduras diminuiu quando se comparou o aspecto visual das coldnias da

amostra antes e apos a digestao (dados ndo mostrados).

Tabela 8 — Caracteristica microbiolégica do residuo sélido da simulacdo de digestdo

gastrointestinal in vitro

Microrganismo F1F* F8F** Unidade
BAL 3,8x10t 7,4x10° UFC/mLoug
BAA >10° >10° UFC/mLoug
LEV 8,0x10° 6x107 UFC/mLoug

Sendo: BAL — bactérias acido lacticas, BAA- bactérias acido acéticas e LEV - leveduras

*F1F: EVHQ fermentado apds adicdo de 2,0% (m/v) sacarose; 2,5% (m/v) inulina. **F8F: EVHQ fermentado
apos adicdo de 10,0%(m/v) sacarose; 3,5% (m/v) inulina; 0,16% goma xantana.

Isso foi observado para BAA, onde a caracteristica das colonias destas bactérias mudou
do primeiro para o segundo experimento e, embora o nimero fosse elevado, a diversidade das
morfologias apresentadas diminuiu do primeiro para o segundo experimento, provavelmente,
devido a parte da microbiota presente n&o ter resistido ao processo de digestao.

As leveduras, em funcéo da sua fonte ser o kefir, podem ter um possivel comportamento
de probidtico (LIMA et al., 2017). Isso pode trazer resisténcia as condi¢cdes do trato
gastrointestinal, tanto em relagdo aos pHs de cada etapa da digestdo como também da presenca
enzimética (GIL-RODRIGUEZ; CARRASCOSA; REQUENA, 2015). A grande importancia

de as leveduras terem sido quantificadas em contagem alta em ambas as formulagdes (na ordem
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de 10% e 107, respectivamente) é a possibilidade de agirem de forma competitiva contra
patdgenos, reduzindo e até evitando a adesdo e translocacdo deles. Para que haja a¢do no
hospedeiro é preciso que as espécies bacterianas dominantes (entre 10° e 10* UFC/g) e
subdominantes (10° e 108 UFC/g) estejam presentes em quantidades suficientes (BINETTI et
al., 2013).

E possivel que as BAL, BAA e LEV presentes na bebida fermentada de ambas as
formulacGes sejam fonte de enzimas, assim como microrganismos comprovadamente
probidticos, trazendo benéficos a salde dos o hospedeiro. Esses beneficios séo referentes a
otimizacdo da absorcéao de nutrientes ao longo do trato digestivo (HAWAZ, 2014; LIMA et al.,
2017).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidenciou que a utilizacdo do EVHQ como base para a fermentacéo
com kefir de &gua, adicionado de prebidtico, obteve vantagens relevantes para o seguimento de
bebidas fermentadas. Uma vez que nao houve interacdo significativa entre as variaveis
independentes, pode-se trabalhar com diversas possibilidades de formulagdo visando aspectos
como custo e aceitacdo sensorial, além de considerar o baixo periodo de fermentagdo (12h)
guando comparadas a demais estudos utilizando kefir como cultura starter. As amostras F1F e
F8F apresentaram aumento na concentracdo de proteinas e teor lipidico, além de mostrar-se
como meio vidvel para manutencdo de leveduras Saccharomyces sp., e BAL. A digestdo
gastrointestinal in vitro evidenciou a reduc¢do de BAL e LEV e aumento de BAA na fase liquida
para ambas as formulacGes, além reducdo de todas as enzimas analisadas para ambas as
formulacBes, exceto para a amilase na F1F, que foi de 14,05 U/mL para 39,41 U/mL,
possivelmente decorrente da menor quantidade de substrato disponivel para reacdo e arraste
durante processo digestivo, uma vez que se trata de uma das principais enzimas presentes no
processo digestivo. Portanto, diante do exposto, conclui-se que a utilizacdo de EVHQ como
substrato para a producédo de bebida fermentada com cultura de kefir de agua mostra-se como
uma alternativa viavel para atendimento de um nicho especifico de mercado, com vantagens

nutricionais e tecnoldgicas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visto as diversas vantagens nutricionais evidenciadas no presente trabalho, sugere-se
que seja realizado ajustes sensoriais, a fim de aumentar a aceitacdo do produto desenvolvido.
Além disso, realizar estudo de durabilidade da bebida fermentada, bem como condicdes ideais

para maximizar sua vida de prateleira.
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