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RESUMO
Novas necessidades alimentares estao surgindo devido a diversos fatores, sendo eles
bioldgicos, culturais, ideolégicos elou por mera preferéncia. Dentro dessas
necessidades, atualmente, se enquadra o publico vegetariano, vegano e/ou que
apresentam alguma restricdo fisioldgica ao consumo do leite. Logo, tais aspectos
fazem com que aumentem a necessidade de desenvolvimento de novos produtos e/ou
gue ocorra uma diversificacdo dos ingredientes utilizados em produtos ja consolidados
no mercado. O tremoco € uma leguminosa que apresenta concentracao elevada de
proteina, acidos graxos insaturados e poli-insaturados, fibra alimentar, aglcares e
vitaminas do complexo B. Com isso, pode ser considerada uma matéria-prima
promissora para ser utilizada no desenvolvimento de produtos para o publico
supracitado. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi elaborar e
caracterizar uma bebida fermentada vegana a partir de grdos de kefir de agua. O
projeto foi desenvolvido em cinco etapas, sendo elas: (i) retirada do alcaloide presente
no tremoco, (ii) elaboracédo do extrato vegetal hidrossoltvel de tremoco (EVHT), (iii)
ativacao da cultura de kefir, (vi) elaboracdo da bebida fermentada e (v) caracterizacao
centesimal da semente de tremoco (ndo tratada e tratada), do extrato base, do extrato
vegetal hidrossollvel de tremoco e da bebida fermentada. O tratamento utilizando
0,5% de &cido tartarico com trocas de agua a cada 30 minutos e fervura por tempo
superior a 4 horas foi eficiente para retirada do alcaloide, porém foi necessario um
tratamento adicional com carbonato de célcio para retirar o sabor acido da semente
de tremoco. A melhor proporcao para elaboragéo do EVHT foi de 1:10 (m/m) (semente
de tremoco tratada e 4gua). A utilizacéo de bicarbonato de sédio na ativacao dos graos
de kefir ndo provocou diferenca no crescimento dos microrganismos. O processo
fermentativo promoveu um crescimento de gréos de kefir de 27,46 g/100 g, um
rendimento de 96,08 g/100 g, sélidos soltveis de 8,53° Brix, concentracdo de &cido
latico de 1,36 g/100 mL, concentracao de etanol de 0,20 g/100 mL e concentragéo de
diéxido de carbono de 2,49 %. A fermentacdo do EVHT provocou reducao nos teores
de proteinas, lipideos e carboidratos. Assim, foi possivel observar que a utilizacéo de
EVHT como substrato para a producao de bebida fermentada com cultura de kefir de
agua foi uma alternativa viavel para atendimento de um nicho especifico de mercado.

Palavras-chave: Tremoco, extrato vegetal, vegano e plant based.



ABSTRACT

New dietary needs are arising due to various factors, whether biological, cultural,
ideological, and/or mere preference. Among these needs, the vegetarian, vegan,
and/or those with physiological restrictions on milk consumption are currently included.
Consequently, these aspects increase the need for the development of new products
and/or the diversification of ingredients used in already established market products.
Lupin is a legume that has a high concentration of protein, unsaturated and
polyunsaturated fatty acids, dietary fiber, sugars, and B-complex vitamins. Therefore,
it can be considered a promising raw material for use in developing products for the
aforementioned audience. In light of the above, the aim of this study was to create and
characterize a vegan fermented beverage using water kefir grains. The project was
developed in five stages, namely: (i) removal of the alkaloid present in lupin, (ii)
preparation of the water-soluble lupin vegetable extract (EVHT), (iii) activation of the
kefir culture, (iv) preparation of the fermented beverage, and (v) centesimal
characterization of lupin seeds (untreated and treated), the base extract, the water-
soluble lupin vegetable extract, and the fermented beverage. The treatment using
0.5% tartaric acid with water changes every 30 minutes and boiling for more than 4
hours was effective in removing the alkaloid. However, an additional treatment with
calcium carbonate was necessary to remove the acidic taste of the lupin seeds. The
best ratio for preparing the EVHT was 1:10 (m/m) (treated lupin seeds and water). The
use of sodium bicarbonate in activating kefir grains did not cause a difference in the
growth of microorganisms. The fermentation process resulted in kefir grain growth of
27.46 g/100 g, a yield of 96.08 g/100 g, soluble solids of 8.53° Brix, lactic acid
concentration of 1.36 g/100 mL, ethanol concentration of 0.20 g/100 mL, and carbon
dioxide concentration of 2.49%. Fermentation of EVHT led to a reduction in protein,
lipid, and carbohydrate content. Thus, it was observed that the use of EVHT as a
substrate for producing fermented beverages with water kefir culture was a viable
alternative to meet a specific market niche.

Keywords: Lupine, plant extract, vegan and plant based.
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1 INTRODUCAO

O veganismo é definido como uma cultura e estilo de vida que visa retirar as
formas de utilizacdo e abuso de animais, das comidas, produtos e roupas de seu
cotidiano. Além disso, essa sociedade propde o desenvolvimento de outras maneiras
para suprir tais necessidades e desejos, que sejam independentes do uso de animais
(THE VEGAN SOCIETY, 2019). Aliado a esse perfil de consumidor, existem 0s
flexitarianos, que buscam reduzir o consumo de carne de sua alimentacdo, assim
como, 0s que possuem alguma restricao fisioldgica. A alergia a proteina do leite de
vaca e/ou a intolerancia a lactose € um grande problema também para consumidores
de produtos lacteos, e em virtude disso, precisam adequar sua alimentacédo (BOUKID,
2021; FERREIRA e REZENDE, 2023). Logo, pesquisas que enfoquem o uso de
matérias primas alternativas, como o uso de proteinas de origem vegetal para o
desenvolvimento de novos produtos, podem ser interessantes tanto para o meio

académico como para a industria alimenticia.

Quando se fala em novos produtos, os extratos vegetais vém se destacando
no mercado, como substituto a produtos convencionalmente produzidos com leite
(DIAS et al, 2020). Adicionalmente, a Research and Markets (2017) relatou que as
vendas de extrato vegetais hidrossollveis a base de vegetais no mercado varejista
dos EUA estimaram aproximadamente 6 bilhdes de délares em 2017, com estimativa
de 28 bilhdes de délares para 2021. Um exemplo, foi 0 aumento nas vendas globais
entre 2017 a 2018 de 71% para extrato vegetal hidrossoluvel de aveia, 10% de
améndoas/nozes e 16% de coco (WOOD, 2019; AYDAR et al., 2020).

De acordo com Ballco e Gracia (2020), 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. Desta forma, pesquisas com matérias-primas a base de vegetais em
produtos tradicionais ja consolidados no mercado estédo sendo realizadas, tais como
elaboracao sorvete a base de extrato vegetal hidrossoluvel de castanhas (DINIZ et al,
2022), bebida fermentada a base leite de coco (ALVES et al., 2021), elaboracdo de
sobremesa cremosa sabor cacau (SANCHES et al., 2021), entre outros. Assim, 0S
extratos hidrossollUveis vegetais sdo uma alternativa interessante de op¢éo néo lactea

no desenvolvimento de produtos alimenticios veganos (ALVES et al., 2021).
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A bebida fermentada é um alimento que faz parte da dieta brasileira tanto por sua
praticidade, como também, por seu apelo saudavel. Contudo, é excluida do cardapio de pessoas
veganas e/ou que possuem alguma patologia por, habitualmente, ser oriundo do leite de animais
(vaca, cabra, etc). Assim, torna-se fundamental realizar estudos que possibilitem a criacdo de
uma forma substitutiva a esse produto. Nesse sentido, as bebidas fermentadas veganas surgem
como opc¢do promissora (MORETTI, 2009). Especialmente, o kefir de agua tem
despertado grande interesse de pessoas interessadas em consumir adptos a dietas
vegetais e veganas ou pessoas alérgicas as proteinas do leite ou intolerantes a lactose
(MORRETI et al., 2020). A industria de alimentos tem investido em pesquisas e
tecnologias com o objetivo de viabilizar a utilizacdo 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 hidrossolaveis
alternativos (RUBY, 2012; VAKEVAINEN et al., 2020).

O tremoco amarelo (Lupinus luteus) € uma espécie do género Lupinus
pertencente a classe Genisteae e a familia Leguminosae e é utilizado na alimentacéo
humana em virtude de sua composicéo. A elevada concentracdo de proteina, acidos
graxos insaturados e poliinsaturados, fibra alimentar, aglcares e vitaminas do
complexo B, fazem desta leguminosa, uma alternativa excelente de alimento, podendo
ser utilizada como matéria-prima no desenvolvimento de produtos (ERBAS, CERTEL,
USLU, 2005). Em contrapartida, algumas variedades podem conter uma quantidade
significativa de alcaloides quinolizidina, que causam amargor e toxicidade quando em
altas concentracbes (GREEN et al.,, 2013), sendo necessario sua retirada para
viabilizar sua utilizacdo. Logo, apds sua retirada, sua utilizacdo como um ingrediente
alimentar vem aumentando proporcionalmente a conscientizacdo por parte dos

consumidores de seus beneficios a saude humana (HUYGHE, 1997).

Frente ao exposto, o presente trabalho visou utilizar o extrato vegetal
hidrossoluvel de tremogo para o desenvolvimento de uma bebida fermentada para o
publico vegetariano, vegano e/ou para pessoas que apresentem restricdo ao consumo

de leite.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MERCADO VEGANO

Nos ultimos anos, observou-se uma reducdo no consumo de produtos de
origem animal. Entre um dos motivos é o aumento dos precos da carne nos ultimos
anos, que tem sido um fator motivador para as pessoas procurarem alternativas a
base de vegetais (GRACA; GODINHO e TRUNINGER 2019). Além das consideracdes
econbmicas, a busca por opcbes vegetais, que teve um aumento em 2019, foi
impulsionada por preocupacdes que vao desde o bem-estar animal até questdes de
seguranca alimentar, especialmente acentuadas pela pandemia de Covid-19.
Adicionalmente, diante desse contexto pandémico, os consumidores comecaram a
reavaliar suas escolhas alimentares, buscando maneiras de aprimorar a alimentacao
e fortalecer a imunidade (EUROMONITOR, 2020).

Além dos aspectos abordados sobre a carne, alternativas ao leite de vaca tém
sido buscadas principalmente em virtude de fatores fisiol6gicos como alergias as
proteinas do leite (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina e caseina) e/ou intolerancia a
lactose (SHARMA et al., 2001; VANGA e RAGHAVAN, 2017). Os principais sintomas
resultantes da alergia as proteinas do leite podem ser nauseas, vomitos, dores
abdominais e diarreias, podendo desencadear perda de peso e desnutricdo,
decorrente também da méa absorcdo intestinal ou perda de energia e nutrientes
decorrentes dos vomitos (GASPARIN; TELES e ARAUJO, 2010). J4 a lactose, é um
dissacarideo que, quando entra em contato com a enzima lactase, se hidrolisa em
uma molécula de galactose e outra de glicose, para a partir dai entéo ser sintetizada
e absorvida pelo organismo. Atualmente, diversas pessoas possuem a inabilidade de
digerir quantidades significativas de lactose devido a um problema genético de
deficiéncia de producdo da enzima lactase pelo organismo, que provoca sintomas de
intolerancia a lactose (MATTAR e MAZO, 2010). Os principais sintomas desta
intolerancia sdo dores abdominais e inchaco, flatos excessivos e diarreia apos a
ingestao de alimentos que contém lactose (SWAGERTY; WALLING e KLEIN, 2002).
Assim, a forma mais efetiva de tratamento para individuos que apresentam tais
patologias € a exclusao do leite e derivados na dieta como a forma mais adequada de
tratamento (CORTEZ et al, 2007).

Segundo a Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) (2022) existem atualmente

mais de 2.900 produtos de aproximadamente 160 marcas diferentes certificados com
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0 Selo Vegano. Além disso, mais de 3.523 estabelecimentos oferecem pelo menos
uma opcao vegana em seus cardapios. Nos supermercados brasileiros, ja € possivel
encontrar versdes veganas de produtos tradicionalmente a base de carne e/ou
laticinios, como nuggets, linguicas, sorvetes, requeijoes e entre outros. Essas versdes
vegetarianas e veganas atendem as demandas especificas de um grupo de
consumidores que antes ndo eram adequadamente contemplados, demonstrando a

compreensao de um nicho de mercado.

2.2 BEBIDAS FERMENTADAS COM KEFIR

O kefir de &gua, é uma bebida fermentada resultante do processo de
fermentacdo dos gréos de kefir em uma solucdo aquosa de sacarose (FELS et al.,
2018). Apresenta uma notavel versatilidade de cultivo, uma vez que os graos podem
se desenvolver em varios substratos, incluindo sucos de frutas e vegetais, mel e
extratos hidrossolUveis de vegetais. A utilizacdo desses substratos alternativos como
meio de cultivo pode enriquecer o valor nutricional da bebida fermentada e introduzir

novos sabores e aromas (ALVES et al., 2021).

As bebidas provenientes do kefir tém sua origem nas regiées do Caucaso, e é
consumida em varios paises como os Estados Unidos, México e Canada. Segundo
Prado et al. (2015) h4 uma ampla gama de bebidas fermentadas de kefir disponivel
no comeércio, entre elas o tradicional, zero lactose e op¢des veganas (a base de frutas

e vegetais).

A fermentacdo dos gréos ocorre em temperaturas que variam de 20 a 30 °C,
em condi¢des anaerdbicas, ao longo de 24 a 96 horas, até atingir um pH aproximado
de 4,6. Esse processo resulta em uma bebida fermentada ligeiramente adocicada,
acida e efervescente, com um aroma frutado caracteristico (ALVES et al., 2021).
Durante a fermentacdo, sdo produzidos acido lactico, diéxido de carbono (CO>),
etanol, acido acético, acido gluconico e diversos outros compostos (LAUREYS e De
VUYST, 2014). Logo, tais compostos conferem caracteristicas desejaveis para bebida
final, como textura e consisténcia ligeiramente espessa, sabor levemente acido e

efervescente e aroma frutado (FIORDA et al., 2017).
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2.3 TREMOCO

O tremoco é uma espécie do género Lupinus pertencente a classe Genisteae
e a familia Leguminosae e € tradicionalmente utilizado na alimentagdo humana em
virtude de sua composicdo. Sua utilizacdo como ingrediente alimentar vem
aumentando proporcionalmente a conscientizagcdo por parte dos consumidores de
seus beneficios a saude humana (HUYGHE, 1997; STARKUTE et al.,, 2016). A
elevada concentracdo de proteina, acidos graxos insaturados e poli-insaturados, fibra
alimentar, aclcares, vitaminas do complexo B e componentes antioxidantes fazem
desta leguminosa um excelente alimento, podendo ser utilizada como matéria-prima
no desenvolvimento de produtos alimenticios (ERBAS, CERTEL, USLU, 2005;
CARVAJAL-LARENAS et al., 2016). Conforme relatado na literatura, as sementes de
lupino podem apresentar teores de umidade entre 6,2% e 9,9%,; carboidratos entre
26,1% e 34,2%; fibra entre 6,2% e 11,9%; Oleo entre 13,0% e 24,6%; cinzas entre
2,4% e 5,2%; e proteina entre 32,0% e 52,6% (ZAMORA et al., 2020).

As caracteristicas nutricionais da semente de tremoco podem contribuir para a
reducao de riscos de obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares em humanos.
Em contrapartida, algumas variedades podem conter uma quantidade significativa de
alcaloides quinolizidina, que causam amargor e toxicidade quando em altas
concentracbes (GREEN et al.,2013). Entdo, surge a necessidade de estudos que
otimizem a retirada desse componente antes do processamento do tremog¢o, como
utilizando solucdes basicas e até mesmo fluidos supercriticos (BOTARO; BORSATO;
BATISTUTI, 2011; CARVAJAL-LARENAS et al.,, 2013; ROSAS-QUINA; MEJIA-
NOVA, 2021).

Quando buscamos alternativas semelhantes aos produtos fermentados de
origem animal quanto ao teor de proteina, os extratos vegetais de soja mostram-se
como a alternativa mais consumida, principalmente na Europa Oriental. Porém,
apresentam caracteristicas sensoriais proprias e que por vezes podem causar
estranheza ao consumidor. Neste caso, podemos destacar o tremo¢go como uma
opcédo promissora. Uma cultura comum principalmente na Europa e Australia, possui
teor de proteina correspondente a soja, porém, com menos compostos antinutricionais
e gordura (CANON et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

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

vegetal hidrossoluvel de tremoco

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a metodologia mais eficaz de retirada de alcaloides da semente de

tremoco;

e Estudar a melhor forma de ativar a cultura de kefir de agua com ou sem

bicarbonato de s6édio adicionado no meio;

e Estudar a melhor forma de obtencdo do extrato vegetal hidrossoluvel de

tremoco (EVHT), variando as proporcfes de semente de tremocgo e agua;

e Elaborar uma bebida fermentada a partir do extrato vegetal hidrossoluvel de
tremoco (EVHT);

e Determinar a composicdo centesimal da semente de tremoco (ndo tratada e
tartada), bebida base, extrato vegetal hidrossolivel de tremoco e bebida

fermentada com kefir de agua.
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4 METODOLOGIA

4.1 RETIRADA, EXTRAGAO E IDENTIFICAGAO DA PRESENCA DE ALCALOIDES NOS GRAOS DE

TREMOCO
4.1.1 TRATAMENTO PARA RETIRADA DOS ALCALOIDES DOS GRAOS DE TREMOGO

Os tratamentos para retirada dos alcaloides das sementes de tremogo (Figura
1) seguiu a metodologia descrita por Tessitore (2008) com adaptacoes.

Inicialmente, 40 g das sementes de tremoco foram intumescidos em agua na
proporcao de 1:5 (m/m) (semente: agua) a 4 °C por 12 horas. Em seguida, a agua foi
descartada e as sementes foram aquecidas a 60°C em solucao de acido tartarico 0,5%
durante 6 horas na proporcédo 1:5 (m/m) (semente: solu¢do de &cido tartérico), sendo
gue, a cada 30 minutos foi realizada a troca desta solucdo. Apds, as sementes foram
aguecidas ainda na mesma proporcao e temperatura em uma solucao de carbonato
de sodio 0,5% durante 30 minutos, com duas trocas desta solugcdo, sendo
posteriormente, submetidos a fervura durante 30 minutos com a mesma solugéo, com
duas trocas da solucdo. Em seguida, as sementes foram imersas em agua na
proporcdo de 1:5 (m/m) (semente: agua) a 4 °C por 12 horas. Apés, a agua foi
descartada, e as sementes foram novamente imersas em agua e fervidos 2 duas
vezes por 30 minutos. Apds os tratamentos, foram secas em estufa a 30°C por 24
horas e armazenadas em frascos de vidros a temperatura ambiente até o momento

de sua utilizacao.

Figura 1. Fluxograma de retirada dos alcaloides e neutralizagcéo da acidez dos graos

de tremoco.
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Fonte: O autor.

4.1.2 EXTRACAO DOS ALCALOIDES DOS GRAOS DE TREMOCO TRATADOS

A extracdo dos alcaloides das sementes de tremoco seguiu a metodologia
proposta por Simdes et al. (2017), com adaptacdes (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma das etapas do processo de extracéo dos alcaloides.
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Fonte: O autor

Inicialmente foram adicionados em um béquer 2g da amostra de tremoco
(sementes nao tratadas e tratadas) previamente fragmentadas (Figura 3a) e 20 ml de
acido sulfarico (H2S04) a 1% (Figura 3b) e ferveu-se por aproximadamente por 2
minutos (Figura 3c). Em seguida, esta solucéo foi filtrada utilizando funil com algodéo,
resfriada e alcalinizada com solucdo de hidroxido de ambnio (NH4OH) até atingir pH
basico (Figura 3d). Posteriormente, 20 mL desta solucdo alcalina sera adicionada em
funil de separacao (Figura 3e) juntamente com 20 mL de cloroféormio (CHCIs), onde
foram extraidos cuidadosamente através da separacao de fases (Figura 3f). A camada
cloroférmica foi adicionada em duas capsulas de porcelana e foi evaporado o solvente
em banho maria até secura (Figura 3g). Em sequéncia, foi acrescentado a uma das
capsulas previamente preparadas 5 ml de H2SOsa 1% para dissolver o residuo

presentes na aliquota, distribuido em tubos de ensaio para posterior analise.

Figura 3. Processo de extracdo dos alcaloides das sementes de tremoco (a)
Trituracdo, (b) Adicdo de 20 ml de H2SO4 a 1%, (c) fervura, (d) Alcalinizando com
NH4OH diluido até pH basico, (e) acréscimo de 20 ml de CHCIs em baldo de

separacéo, (f) fracao adicionada em capsula de porcelana, (g) evaporagcdo em banho
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maria, (h) cdpsulas previamente preparadas 5 ml de H2SOsa 1%, (f) Adicdo dos

reativos de Dragendorff, Bouchardat (Wagner) e Meyer

(f)

Fonte: O autor
4.1.3 IDENTIFICACAO DOS ALCALOIDES

Para comprovar a presenca de alcaloides seguiu-se a metodologia descrita por
Simoes et al. (2017), com adaptacdes. As amostras distribuidas em tubos na etapa
anterior foram adicionadas de 2 gotas dos reagentes de Dragendorff (D), Bouchardat
(Wagner) (B) e Meyer (M). Em paralelo, foi preparado uma amostra controle (branco),
onde havia apenas reagentes sem a presenca de amostra. Os tubos contendo
amostra foram comparados com o branco. Foi considerado positivo (tem alcaloide
presente) aqueles que apresentaram formacdo de complexos insollveis de coloracéo
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laranja avermelhado para o reativo de Bouchardat, vermelho tijolo para Dragendorff e
branco para Mayer. Como forma de comparacao foi realizado o teste na amostra de

grao de tremoco in natura (néo tratada).

4.2 TESTES DE ATIVAGAO DAS CULTURAS DE KEFIR EM MEIO UTILIZANDO OU NAO

BICARBONATO DE SODIO

Para verificar as melhores condi¢cdes de desenvolvimento dos gréos de Kefir,
para elaboracdo de bebida fermentada, foi realizado um teste com a utilizacdo ou nao

de bicarbonato de sddio no meio de desenvolvimento (mosto).

Inicialmente preparou-se dois mostos em erlenmeyers de 500 mL, os quais
foram elaborados com 500 ml de &gua fervida e 25 gramas de acucar mascavo, sendo
um deles adicionado de bicarbonato de sodio (1,3 g) e outro ndo. Apos o0 meio atingir
a temperatura ambiente e foi adicionado os graos de kefir (10 %). Os frascos foram
tampados e incubados a 25 °C por 72 h. Ao final do tempo, os meios fermentados

foram filtrados e foi realizada a contagem dos microrganismos.
4.2.1 ANALISE DE CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

As contagens microbianas em placas foram conduzidas utilizando o Agar MRS,
pH 5,5, para bactérias &cido laticas (BAL). Para contagem de leveduras foi utilizado o
agar extrato de levedura glicose cloranfenicol (YEGC), e para bactérias acido acéticas
(BAC) o agar carbonato de célcio.

Para a contagem, primeiramente foi realizada uma diluicdo seriada, utilizando 25
mL da bebida (mosto fermentado), homogeneizada em 225 mL de agua peptonada
0,1%, em Stomacher por 2 min, a 231 rpm realizando diluicdo (1:10) até 10 com o

mesmo meio de diluicédo.

Apoés foi realizada a contagem de BAL pela técnica de plaqueamento em
profundidade, em agar MRS, pH 5,5, incubando as placas em estufa bacteriolégica a
35°C por48 £+ 3 h (NJONGMETA et al., 2015). A contagem das leveduras foi realizada
em agar glicose cloranfenicol, usando a técnica de espalhamento em superficie,
incubando as placas a 25 °C por 72 h, de acordo com o0 método APHA 21:2015 (RYU;
WOLF-HALL, 2015). A contagem das bactérias acido acéticas foi realizada por
plagueamento em superficie no GYC: 10% de glicose, 1,0% extrato de levedura, 2,0%
em CaCO3 e 1,5% em agar (GULLO et al., 2006) e incubadas a 30 °C por 72 h. A

diluicdo escolhida para a contagem foi a que apresentava 25 e 250 colbnias, sendo
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realizada a visualizacdo morfologica de 5 colénias de cada contagem a fim de
confirmar os resultados encontrados por coloragdo de Gram e visualizagao

microscopica.
4.3 ELABORAGAO DO EXTRATO VEGETAL HIDROSSOLUVEL DE TREMOGO

A elaboracdo do extrato vegetal hidrossoluvel de tremoco (EVHT) seguiu a
metodologia descrita por Botaro, Borsato e Batistuti (2011), com algumas
modificacdes. Cerca de 100 g das sementes previamente tratadas para a remocao
dos alcaloides foram homogeneizados com auxilio de 500 mL de agua, em uma jarra
especifica para elaboracdo de extrato vegetais (Vegan Milk Machine) com trituracéo,
agitacao (30.000 rpm) e aquecimento (80 °C) por 26 minutos. Posteriormente, o EVHT
foi submetido a um processo de filtragem por duas vezes com auxilio de peneiras
domésticas para eliminacédo dos residuos. Em seguida foi pasteurizado a 95 + 2 °C
por 3 minutos, e envasado em frasco de vidro higienizado e esterilizado e armazenado

em geladeira.

4.4 ELABORAGAO DO EXTRATO VEGETAL HIDROSSOLUVEL DE TREMOGCO FERMENTADO
(EVHT)

Inicialmente, durante 7 dias os gréaos de kefir foram acondicionados em solucao
aquosa (agua filtrada) de sacarose (agucar mascavo) com concentracdes de sélidos
soluveis de aproximadamente 5 °Brix e temperatura de 25 + 1 °C em estufa de
circulacao de ar, com troca continua dos nutrientes (solucdo de sacarose) a cada 24

horas.

Apbs decorridos os 7 dias, 5% (m/m) da cultura de kefir foram inoculados no
EVHT (item 4.2), previamente adicionado de adicionado 6% de sacarose, 3% de
inulina e 0,08% de goma xantana e incubado a 25 + 1°C por um periodo de 22 horas,

sendo entdo analisados.
4.4.1 ANALISE FiSICO-QUIMICAS DO EVHT FERMENTADO
4.4.1.1 DETERMINACAO DO PH

A determinacdo do pH foi feita através de potencidmetro digital (ZENEBOM,
PASCUET, TIGLEA, 2008).
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4.4.1.2 CRESCIMENTO CELULAR DOS GRAOS DE KEFIR NO EVHT

O crescimento celular dos grédos de kefir (Am) fermentado no EVHT foi
determinado pela metodologia de Nogueira et al. (2016). A determinacao foi por meio
da Equacéo 1, em que as massas de graos de kefir (g) foram pesadas no inicio (mko)

e apos a fermentacao (m).

0oy _ (Q00=000) 100

[D(100D) - 000

Equacéao 1
4.4.1.3 RENDIMENTO DA BEBIDA FERMENTADA DE KEFIR NO EVHT

O rendimento (R) foi determinado pela metodologia de Nogueira et al. (2016),
através da Equacédo 2, em que msO0 corresponde a massa inicial e msf a massa final

da bebida fermentada

—) =—.100 Equacéo 2
100

. ( 0oo

4.4.1.4 DETERMINAGCAO DE SOLIDOS SOLUVEIS

Os teores de soélidos soluveis (SS) foram verificados em triplicata, em
refratdmetro digital portétil, com duas a trés gotas do filtrado da amostra e os
resultados foram expressos em °Brix (ZENEBOM, PASCUET, TIGLEA, 2008).

4.4.1.5 DETERMINACAO DE ACIDO LATICO POR ACIDEZ TITULAVEL

Para determinar a producéo de acido lactico no EVHQ fermentado foi utilizado
0 método de acidez titulavel pelo método titulométrico da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2012).

4.4.1.6 ANALISE DE ETANOL

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

4.4.1.7 DETERMINACAO DE CO2

O dioxido de carbono (g/100 mL) foi determinado através da metodologia de
(MALDONADO et al., 2020).

4.5 CARACTERIZACAO CENTESIMAL DOS GRAOS DE TREMOGO (NAO TRATADO E
TRATADOS). EXTRATO BASE (GRAOS DE TREMOCO E AGUA), EXTRATO OTIMIZADO (NAO

FERMENTADO E FERMENTADO)

A caracterizacdo de todas as amostras seguiu as seguintes metodologias do
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Instituto Adolf Lutz (ZENEBOM, PASCUET, TIGLEA, 2008) com suas respectivas
andlises: umidade segundo a metodologia n. 012/1V, cinzas de acordo com a
metodologia n. 018/1V, lipidios totais pelo método de Soxhlet segundo a metodologia
n. 321/IV, proteina bruta pelo método Kjeldahl, de acordo com a metodologia n. 036/IV.
Ja a determinacdo de carboidratos totais sera calculada pelo método de diferenca,

através da equacéo 1:

g/100g carboidratos=100 — (umidade + lipidios + proteina bruta + cinzas) (1)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TESTES DE RETIRADA DOS ALCALOIDES

O tratamento com acido tartarico foi eficiente na retirada dos alcaloides,
apresentando resultado negativo (ndo ha a presenca de alcaloides) para os 3
reagentes testados (Dragendorff, Bouchardat e Meye). (figura 4b). Ja o teste com a
semente controle (sem tratamento) (Figura 4a) apresentou resultado positivo (h&
presenca de alcaloide), o que pode ser evidenciado pela presenca de precipitado nos
3 tubos.

Figura 4. Resultado dos testes da presenca de alcaloides na (a) amostra controle (b)

amostra tratada com acido tartarico.

(a) (b)

* Foi considerado positivo (tem alcaloide presente) aqueles que apresentaram
formacdo de complexos insoluveis de coloragéo laranja avermelhado para o reativo

de Bouchardat, vermelho tijolo para Dragendorff e branco para Mayer.

Uma das substancias anti-nutricionais encontradas nas sementes do tremogo
sdo varios alcaloides do grupo quinolizidina, os quais promovem amargor e sabor
desagradavel (MICHAEL, 2008, TORRES et al, 2002 e GARCIA-LOPEZ et al, 2001).
Em virtude disso, existem varios métodos para reduzir tais fatores, e viabilizar sua
utilizacdo. Os alcaloides em sua maioria sdo sollveis em agua, logo, uma certa
quantidade presente no grado de tremogo pode ser eliminada e/ou reduzida. Além da
agua, a associacdo de tratamento quimico com térmico, pode ser uma alternativa
(HADDAD et al, 2006; JIMENEZ- MARTINEZ et al, 2000; RAHMA e RAO, 1984). No

presente trabalho a associagéo do tratamento quimico e térmico se mostrou eficiente
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na eliminagao dos alcaloides. Tal fato pode ser comprovado tanto pelo teste com os e

reagentes, como também pelo sabor (ndo apresentou amargor).

Tessitore (2008) desenvolveu diferentes formulacdes de extrato aquoso soluvel
de tremoco, sendo que para sua elaboracdo, a autora utilizou tratamentos distintos
(acido tartéarico, bicarbonato de sddio e agua destilada) para a redugdo do conteudo
de alcaloides presentes nas sementes, de modo a tornar o extrato desenvolvido mais
aceitavel. Na analise sensorial, verificou preferéncia pela formulacdo cujas sementes
passaram pelo tratamento térmico com agua destilada. J& as amostras que receberam
tratamento com NaHCOs 0,1% e &cido tartarico 0,5% apresentaram uma menor

aceitacao.

A utilizacdo de &cido tartarico apesar de ter sido eficiente para retirar 0s
alcaloides, resultou em um sabor acido nas sementes de tremoco. Tal fato foi
comprovado ao elaborar o EVHT com as sementes de tremog¢o sem o tratamento com
carbonato de célcio posterior ao &cido tartarico. O EVHT elaborado com as sementes
tratadas apenas com acido tartarico apresentou um pH de 4,06, o qual era inviavel
para elaborar uma bebida fermentada a qual teria que ter um pH de 4,5. Assim, foi
feito o tratamento com carbonato de calcio e posteriormente com agua para retirar
esse sabor acido das sementes. ApOs esse tratamento adicional, o EVHT apresentou
um pH de 6,82. O carbonato é uma alternativa enolégica para reduzir a acidez do
vinho através de um processo denominado desacidificacdo quimica, que neutraliza o
excesso de acidez e precipita o sal formado (tartarato de célcio) (USSEGLIO-
TOMASSET, 1995).

5.2 [ESTUDO DA VIABILIDADE DO INOCULO DESIDRATADO E DA INFLUENCIA DO MEIO DE

CULTURA NA ATIVACAO DO KEFIR DE AGUA

Em sites comerciais que vendem graos de kefir existe modos diferentes para
sua ativacdo, sendo que alguns recomendam o uso de bicarbonato de sodio e outros
nao. Assim, para verificar a eficiéncia da utilizagdo do bicarbonato, foi realizado um

teste.
53 5.2.1 ANALISE DE CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

A Tabela 1 exibe os resultados da contagem dos microrganismos ao longo do

processo de fermentagao.
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Tabela 1. Contagem de bactérias acido acéticas (BAA), de bactérias acido laticas
(BAL) e de leveduras (LEV) no kefir de dgua, com e sem adi¢cdo de bicarbonato,

durante 12 dias de fermentacéo. Os resultados estdo expressos em logio UFC/mL.

Com bicarbonato Sem bicarbonato
Tempo
(dias) BAA BAL LEV BAA BAL LEV
0 < 1dA <12aA <1bA <1dA <1aA <1 dA
3 6,7 a,A <1 a,A <1 b,A 6,3 a,A <1 a,A 5,6 a,B
6 10,854 <1 2A 3,824 10,8 bA <1aA 6,2 2bB
9 7,6 a,A <1 a,A 4,9 a,A 6,8 a,A <1 a,A 6,4 b,c,B
12 6,7 a,A <1 a,A 5,2 a,A 6,2 a,A <1 a,A 6,4 b,c,B

* Sendo: BAA — bactérias acido acéticas, BAL — bactérias &cido laticas e LEV —
Leveduras. ** Letras mindsculas diferentes na mesma coluna significa que as médias
foram consideradas significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Letras mailsculas diferentes na mesma linha, significam que as médias das
contagens, do mesmo microrganismo, foram significativamente diferentes entre si (p

< 0,05) pelo teste t. Fonte: Os autores.

No inicio do experimento (tempo zero), ndo foi registrada contagem para
nenhum dos microrganismos estudados. Isso pode ser atribuido a liofilizacdo da
cultura, onde o0s microrganismos precisavam se recuperar de possiveis danos
fisioloégicos causados pelo processo de armazenamento. A liofilizacdo, amplamente
utilizada para conservacdo a longo prazo, pode resultar em injarias ou danos
celulares, incluindo alteragcbes na permeabilidade da membrana celular. Essas
condicbes podem ter impedido o desenvolvimento dos microrganismos no meio
durante as condi¢cdes de ensaio. Ao considerar os metodos de conservacao, 0s

microrganismos podem estar presentes em uma amostra em trés estados:



29

inviabilizados (com injaria letal e impossibilidade de multiplicagdo), com injaria sub-
letal (apesar de danos em suas estruturas celulares, capazes de multiplicacdo sob
condicBes favoraveis) e viaveis. Os métodos de manutencao dos microrganismos Sao
classificados com base no tempo maximo de preservacédo. Isso inclui métodos de
curto prazo (repique continuo), médio prazo (preservacdo em Oleo mineral,
preservacdo em agua esterilizada, congelamento a -20°C) e longo prazo (liofilizagéo,

criopreservacao) (SOLA et al., 2012).

Apos 3 dias de fermentacao, foi observada a contagem de BAA e LEV. No caso
de BAA, nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os periodos
de fermentacédo (p > 0,05). Isso sugere que o crescimento dessas bactérias nao foi
aparentemente influenciado pela adi¢cao de bicarbonato de sodio durante o periodo de
adaptacdo do in6culo. No entanto, para as LEV, foi observada uma diferenca
estatistica significativa (p < 0,05), indicando médias superiores de crescimento no
meio sem adicdo de bicarbonato. Isso sugere que a presenca de bicarbonato inibe

parcialmente o crescimento desse microrganismo.

Quanto ao desenvolvimento dos microrganismos ao longo do tempo, foi
observada uma contagem méaxima estatisticamente diferente dos demais dias (p <
0,05) para as BAA no 6° dia, em ambos 0s meios testados. No caso das LEV, né&o foi
registrada contagem até o 6° dia de fermentacéo. ApGs esse periodo, observou-se um
aumento na contagem, mantendo-se estavel até o 12° dia no meio com adicdo de
bicarbonato. No meio sem bicarbonato, o crescimento foi notado a partir do 3° dia,
mantendo uma contagem estatisticamente similar (p > 0,05) até o 6° dia, com um
aumento subsequente na contagem. A partir do 6° dia, os tempos de 9 e 12 dias
apresentaram meédias estatisticamente superiores (p > 0,05) em comparagdo ao 3°
dia. Esses resultados indicam que o tempo de fermentacdo desejavel para ativar o
indculo, nas condi¢cdes testadas, € de 6 dias, e a adicdo de bicarbonato ndo é

necessaria, pois reduz a contagem de leveduras no meio.

N&o foi registrada contagem de BAL no meio, possivelmente devido a técnica
utilizada para a conservagdo do inéculo. Oliveira (2005) conduziu um experimento
analisando microbiologicamente kefir (caldo e graos) e kefir liofilizado. A contagem
média de Lactobacillus em caldo e suspensao de kefir cultivados em meio de Rogosa
foi de 8,5x10° UFG/g e 4,5x10* UFG/g para grdos e suspenséo, respectivamente.

Houve uma tentativa de contagem para o Kkefir liofiizado, mas n&o ocorreu
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crescimento de colbnias no meio. Isso sugere que os Lactobacillus podem ter perdido
a viabilidade devido ao procedimento de liofilizacdo utilizado ou a capacidade
biossintética de algumas enzimas importantes para o crescimento. Diversos fatores,
como a origem dos gréos e, principalmente, o manuseio, podem influenciar na

microbiota do kefir.
5.4 ELABORAGCAO DE EXTRATO VEGETAL HIDROSSOLUVEL DE TREMOGCO

Inicialmente foram realizados os pré-testes para verificar a melhor proporcao

(m/m) (semente de tremoco/agua) para a elaboracdo do EVHT.

As primeiras propor¢des estudadas - 1:1, 1:2 e 1:4 (m/m) - ndo se mostraram
eficientes, pois ndo foi possivel fazer a filtragem do EVHT pela consisténcia muito
pastosa. Em virtude disso, outras propor¢cdes foram estudadas (1:6, 1:8 e 1:10 m/m).
Ao aumentar a proporcao foi possivel observar uma reducdo da viscosidade. As
proporcdes de 1:6 e 1:8 (m/m) apesar de apresentar uma viscosidade mais parecida
com 0s extratos comerciais, ao serem provadas pelo grupo de pesquisa foi possivel
observar um sabor muito marcante da semente de tremoco, a qual é relativamente
amarga. Ja a proporcado 1:10 m/m (figura 5) além de apresentar uma viscosidade
desejada, o sabor da semente de tremoco ficou mais suave, e por consequéncia foi a
escolhida para dar continuidade ao trabalho.

Figura 5. Extrato vegetal hidrossoltvel proporcéo 1:10

Fonte: O autor
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54 ANALISES FISICO-QUIMICAS DO EXTRATO HIDROSSOLUVEL
FERMENTADO

Para elaborar a bebida fermentada a base de EVHT foi adicionado de 6% de
sacarose, 3% de inulina, 0,08% de goma xantana e 5% de cultura de kefir. Apos 12
horas, o pH do EVHT fermentado chegou a 4,48. Segundo Otles e Cagindi (2003), o
pH final da fermentag&o do kefir normalmente se encontra na faixa de 4,2 a 4,6. Wang
et al. (2021) comentam que a queda de pH ao longo da fermentacao, € em virtude da
fermentacao latica, na qual parte dos acucares fermentesciveis sdo convertidos em

acido latico e CO:a..

O crescimento dos grdos de kefir apos as 12 horas de fermentacéo foi de
27,46%, enquanto o rendimento foi de 96,08%. Esses parametros sdo inversamente
proporcionais, afinal, quanto maior o crescimento celular dos graos, maior a demanda
de consumo de substrato, o que impacta diretamente o rendimento das bebidas
(NOGUEIRA et al., 2016).

Tabela 2. Caracterizacao fisico-quimica do extrato vegetal hidrossolavel fermentado

Parametros Valores*
pH 4,48 + 0,01
Crescimento dos graos de kefir (g/1009) 27,46 + 2,67
Rendimento (g/100q) 96,08 + 0,31
Solidos solaveis 8,53+0,25
Acido latico (g/100mL) 1,36 + 0,09
Etanol (g/L) 0,20+ 0,12
CO2 (g/100 mL) 2,49 0,29
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*Resultados expressos com média + desvio padréo.

Nogueira et al. (2016) realizou analises de sélidos sollveis no inicio e ao final
da fermentacédo de seus extratos fermentados. Os autores obtiveram resultados de 10
°Brix no inicio e 5,10 °Brix ao final da fermentacdo. Ao comparar 0s extratos
produzidos por Nogueira et al. (2016), com os extratos fermentados produzidos nesse
trabalho obtiveram um brix final de 8,53 °Brix. Essa diferenca se deu pela adicao de
sacarose, inulina e goma xantana em comparacao que os extratos de Nogueira et al.
(2016) nao foram adicionados. A producdo de CO:2 estd associada a atividade das
leveduras presentes na cultura de kefir. Ao longo do processo de fermentagcao, 0s
acucares fermentaveis sofrem transformacdes, convertendo-se em alcool etilico e
CO2. Como resultado desse fendbmeno, observa-se uma reducdo no teor de agucar

das bebidas apos a fermentacao.

A legislacao determina que a porcentagem de etanol nas bebidas fermentadas
de kefir estejam entre 0,5 e 1,5 % m/v e a quantidade de &cido latico de 1% (BRASIL,
2007), porém para o kefir de agua ainda ndo ha especificacbes regulamentadas por
lei. Ao comparar os resultados obtidos no presente estudo com a referida legislacao é
possivel observar que para etanol a concentracdo obtida (0,2%) foi inferior a
legislacdo. Para a producdo de &cido latico a formulacao obteve resultados de 1,36%.
Da Silva e Okura (2021) produziu manjar de coco com ameixa fermentada de kefir, e

apos o final da fermentacédo obteve um valor de 1,18% de acido latico.

Na Tabela 3 € possivel observar a caracterizacao as sementes de tremoco (ndo
tratado e tratado), a formulacéo base (semente de tremoco e agua), a formulagdo com

adicao de sacarose, inulina e goma xantana (nao fermentada e fermentada).

Tabela 3. Resultados das andlises centesimais das sementes de tremoc¢o (n&o
tratado e tratado), a formulacédo controle (apenas com graos de tremoco e agua), a

formulacéo escolhida no planejamento (ndo fermentada e fermentada).

Componentes Graos de Graos de EVHT EVHTNF EVHTF
tremogo ndo | tremoco base

tratados tratados

Umidade % 109+0,21 | 78,2+ 0,60 | 98,1+ 0,06 | 90,1 + 0,02 | 90,3 + 0,03
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Cinzas % 2,65+0,04 |0,71+0,02 <0,02 <0,02 <0,02

Proteinas % 30,15+0,69 | 9,28 +0,20 | 0,86 +0,02 | 0,78+ 0,01 | 0,70+ 0,03
Lipidios % 9,13+0,14 | 2,44+0,10 | 0,36 +0,01 | 0,39 +0,06 | 0,36 0,04
Carboidratos % | 47,17 £0,26 | 9,37 +0,20 | 0,68 + 0,00 | 8,73 + 0,00 | 8,64 +0,00

* EVHT: extrato vegetal hidrossolivel de tremoco; EVHTNF: extrato vegetal
hidrossoluvel de tremoco ndo fermentado; EVHTF: extrato vegetal hidrossolivel de

tremoco fermentado

O tratamento das sementes de tremogo com acido tartarico e carbonato de
sédio provocaram uma reducao nos teores de cinzas, proteinas, lipidios e carboidratos
e um aumento nos teores de umidade, quando comparado com os graos nao tratados.
O tratamento com acido tartarico para a remoc¢do de alcaloides presentes nas
sementes de tremoco pode ter promovido impacto nos teores de cinzas, proteinas,
lipidios e carboidratos, uma vez que os alcaloides sdo compostos organicos que
podem estar associados a esses componentes. O carbonato de calcio foi utilizado
para ajustar o pH do extrato. Essa mudanca no pH pode ter influenciado a solubilidade
e a disponibilidade de certos componentes, afetando os teores de cinzas, proteinas,
lipidios e carboidratos. E no caso do aumento nos teores de umidade pode estar
relacionado aos tratamentos inerentes ao processo para remover alcaloides, que se

utiliza de agua.

O EVHT elaborado apenas com o tremogo e agua apresentou uma umidade
(98,1%) maior que os EVHT adicionados de sacarose, inulina e goma xantana, seja
nao fermentado (90,1%) como fermentado (90,3). A sacarose, inulina e goma xantana
sdo conhecidas por suas propriedades higroscépicas, o que significa que tém a
capacidade de atrair e reter agua. A adicao desses ingredientes ao EVHT pode ter
contribuido para a retencéo de mais agua, resultando em um produto final com menor

teor de umidade. Costa e Santos (2020) cita em seu estudo valores bem proximos aos
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encontrados para a umidade de alguns extratos vegetais, como o extrato de Quirera
de arroz (95,11).

O teor de cinzas foi maior para os graos de tremoco nao tratados (2,65%),
seguido dos gréos de tremoco tratados (0,71%) e os 3 EVHT que apresentaram 0s

mesmos valores (< 0,02%).

As sementes de tremoc¢o ndo tratados apresentaram um teor de proteina de
30,15% em sua composicao, resultado préximo ao determinado por Ruiz-Lopez et al.
(2019), que obtiveram um teor de proteina para sementes de tremoco branco (Lupins
albums) em 36,30%. A adicdo de agua para elaboracdo dos EVHT provocou uma
reducdo no teor de proteina quando comparados com as sementes. Bicudo et al
(2012) analisou extrato vegetal de quinoa e obteve valores de proteina em torno de
3,15%, essa diferenca também se da pela matéria prima utilizada na producéo onde

a quinoa se da com um percentual maior de proteinas em seu grao.

Os valores de lipideos dos 3 EVHT (~0,37%) foram inferiores aos obtidos por
Costa e Santos (2020) que obtiveram 1,05% em extrato de soja e 0,59% para o extrato

arroz, essa diferenca se deu pela matéria prima ser diferente.

Os carboidratos variaram de 47,17 (grédos de tremoco nao tratados) a 0,68%
(EVHT base). Os valores dos EVHT nao fermentado (8,73%) e fermentado (8,64%),
foram superiores aos obtidos por Costa e Santos (2020) obtiveram valores de
carboidrato de 6,45% para extrato de castanha de caju e 10,53% para o de castanha

de baru.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi a utilizacdo das sementes de tremoc¢o apos tratamento utilizando 0,5% de
acido tartarico com trocas de agua a cada 30 minutos e fervura por tempo superior a
4 horas foi eficiente para retirada do alcaloide, porém foi necessario um tratamento

adicional com carbonato de célcio para retirar o sabor acido da semente de tremoco.

Ja a fermentagdo promoveu um crescimento de gréos de kefir de 27,46 g/100
g, um rendimento de 96,08 g/100 g, sdélidos soluveis de 8,53° Brix, concentracao de
acido latico de 1,36 ¢g/100 mL, concentracdo de etanol de 0,20 ¢g/100 mL e
concentracdo de diéxido de carbono de 2,49 %. A fermentacdo do EVHT provocou

reducdo nos teores de proteinas, lipideos e carboidratos.

Assim, foi possivel observar que a utilizagdo de EVHT como substrato para a
producao de bebida fermentada com cultura de kefir de agua foi uma alternativa viavel

para atendimento de um nicho especifico dos veganos e vegetarianos..
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