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RESUMO

A bebida Kefir € resultante da fermentacdo do leite por bactérias acido lacticas,
acido acéticas e leveduras contidas em grdos de Kefir ou em cultura “starter”
liofilizada. Além das bactérias e leveduras benéficas, a bebida contém minerais,
vitaminas do complexo B e aminoacidos essenciais importantes para a manutencao
das funcgbes vitais do organismo. O consumo da bebida Kefir pode aliviar
desordens intestinais e reduzir a flatuléncia, proporcionando um funcionamento
intestinal mais saudavel. A inulina é considerada um prebidtico e atua como
substituto de gordura. A influéncia do teor de gordura, iniciadores da fermentacao
(grdos ou cultura “starter” de Kefir), da adicAo de 2% de inulina e do
armazenamento a 4 °C nas caracteristicas quimicas (composicdo e acidez), fisicas
(cor, firmeza, sinérese e viscosidade), microbioldgicas (contagens de bactérias
acido lacticas, bactérias acido acéticas, leveduras e coliformes totais e a 45° C) e
sensoriais (perfil sensorial e aceitacéo) de bebidas foi investigada, por meio de oito
formulacdes (1 e 2, integrais e graos; 3 e 4, integrais e cultura; 5 e 6, desnatadas e
graos e 7 e 8, desnatadas e cultura. As formulagdes 2, 4, 6 e 8 continham 2 % de
inulina). Para a analise sensorial acrescentaram-se 8 % de sacarose nas
formulagBes. Dezoito provadores treinados participaram da Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ) e cinquenta consumidores do teste de aceitacdo. Os dados
foram submetidos a ANOVA, teste de Tukey, Correlacdo de Pearson e Analise de
Componentes Principais (ACP). A inulina n&o foi hidrolisada durante a
fermentacdo. As formulacdes tiveram pH entre 4,60 a 4,36 e a acidez semelhante
(0,93%). As bebidas desnatadas eram menos amarelas (b* = 3,76), com menor
teor de lactose (2,9 g/100g) e maior sinérese (31,81 g/100g) que as integrais (b* =
5,8, lactose = 3,2 g/100g, sinérese = 26,9 g/100g). As formulagbes integrais
fermentadas com cultura “starter”, com e sem inulina eram mais firmes e viscosas
(frmeza = 1,80 N, viscosidade entre 5300 e 3342 cP) que as desnatadas
fermentadas com gréaos de Kefir, com e sem inulina (firmeza = 0,35 N, viscosidade
= 2527 cP). As contagens de bactérias acido lacticas, acido acéticas e leveduras
nas formulagcdes apresentaram variagbes, n&o sendo possivel identificar a
influéncia do teor de gordura, iniciador da fermentacdo ou inulina. A adicdo de
sacarose e homogenizacdo causaram diminuicdo da firmeza e viscosidade das
bebidas. Na ADQ, o primeiro componente principal da ACP (54 % de explicacao)
separou as formulacdes quanto aos iniciadores da fermentacdo e o segundo
componente (24,2 % de explicagdo) quanto ao teor de gordura. As bebidas
integrais fermentadas com graos apresentaram aparéncia granulosa e textura
pouco homogénea, e as fermentadas com cultura “starter” maior cremosidade,
viscosidade, consisténcia e cor amarelada. As desnatadas fermentadas com graos
tiveram maior intensidade de gosto e aroma acidos e menor de consisténcia,
cremosidade e viscosidade, e as fermentadas com cultura “starter”, aroma e gosto
doces e homogenidade mais intensos, e textura granulosa menos intensa. As
bebidas mostraram aceitagcdo moderada (valor entre 6 e 7 em escala de 9 pontos).



A formulagcdo com leite integral, cultura “starter” e inulina foi mais aceita que a
desnatada, fermentada com gréos de Kefir e sem inulina. A estocagem resultou na
diminuicdo de 8 % no contetdo de inulina nas bebidas integrais e de 9 % nas
desnatadas, e de 33 % de lactose para as desnatadas e de 40 a 29 % para as
integrais. Houve diminuicao de pH de 4,80 para 4,07 (integrais) e de 4,79 para 4,15
(desnatadas) e aumento da acidez de 0,9 para 1,43 % (integrais) e de 0,95 para
1,39 % (desnatadas) nas formulagdes fermentadas com gréos. Nas fermentadas
com cultura houve oscilacdo de pH (entre 4,58 e 4,69 nas integrais e entre 4,54 e
4,58 nas desnatadas) e de acidez (entre 0,90 e 0,86 nas integrais e entre 0,97 e
0,92 nas desnatadas). De forma geral, houve aumento da firmeza de 0,45 para
0,58 N nas integrais fermentadas com graos, de 1,80 para 2,07 N nas integrais
fermentadas com cultura “starter”, de 0,35 para 0,74 N nas desnatadas
fermentadas com graos de Kefir e de 1,39 para 1,62 N nas desnatadas
fermentadas com cultura “starter”, e de sinérese de 25,94 para 26,03 g/100g nas
integrais e 31,81 para 37,45 g/100g nas desnatadas. A viscosidade aumentou de
4136,18 para 4434,0 cP nas integrais e de 2878,75 para 2202,7 cP nas
desnatadas. O numero de bactérias acido lacticas, bactérias &cido acéticas e
leveduras oscilou entre 8 a 12 log UFC g*. N&o detectaram-se coliformes nas
bebidas no primeiro e no 28° dia de armazenamento.

Palavras chaves: bebida fermentada, probiético, substituto de gosrgura, Analise
Descritiva Quantitativa, consumidor, graos de Kefir, cultura starter de Kefir.



ABSTRACT

The beverage Kefir is a result of fermentation of milk by lactic acid bacteria, acetic
acid bacteria and yeasts contained in Kefir grains or in lyophilized starter culture.
Besides bacteria and yeasts, the beverage contains minerals, vitamins B and
essential amino acids, important for the maintenance of the vital functions of the
organism. The beverage consumption can relieve intestinal disorders and reduce
flatulence promoting a healthier intestinal system. The inulin is considered a prebiotic
and acts as a fat substitute. The influence of fat content, fermentation initiators,
grains or Kefir starter culture, and the addition of 2 % of inulin and cold storage (4° C)
in the chemical characteristics (composition and acidity) physical characteristics
(color, firmness, syneresis and viscosity), microbiological characteristics (counts of
lactic acid bacteria, acetic acid bacteria, yeasts and total coliforms at 45° C) and
sensorial characteristics (sensorial profile and acceptability) were investigated,
through eight formulations (1 e 2, full fat and Kefir grains; 3 e 4, full fat and starter
culture; 5 e 6, low-fat and Kefir grains e 7 e 8, low- fat and starter culture. The
formulations 2, 4, 6 e 8 contained 2 % of inulin. Saccharose ( 8% w/v) was added in
the formulations for the sensorial analysis. Eighteen trained tasters participated in the
Quantitative Descriptive Analysis (QDA) and fifty consumers in the acceptability test.
The data were submitted to the ANOVA, Tukey test, Pearson Correlations and
Analysis of Main Components. The inulin was not hidrolized during the fermentation
process. The pH varied from 4,60 to 4,36 and acidity was similar (0,93%). The low-fat
beverage were less yellowish (b* = 3,76), with lower lactose content (2,9 g/100g) and
higher syneresis (31,81 g/100g) than full-fat beverages (b* = 5,8, lactose = 3,2
g/100g, syneresis = 26,9 g/100g). The full-fat fermented formulations with starter
culture, with or without inulin were firmer and more viscous (firmness = 1,80 N,
viscosity between 5300 and 3342 cP) than low-fat fermented beverages with Kefir
grains, with and without inulin (firmness = 0,35 N, viscosity = 2527 cP). The counts of
lactic acid and acetic acid bacteria, and yeasts in the formulations indicated
variations, making it impossible to identify the influence of fat content, fermentation
initiator or inulin. The addition of saccharose and the homogenization process
presented a decrease in firmness and viscosity of the beverages. In the Quantitative
Descriptive Analysis, the first principal component of PCA (54% explanation)
separated the formulations regarding the initiators of the fermentation and the second
component (24,2 % of explanation) regarding fat content. The full-fat beverages
fermented with grains presented grainy appearance and rather homogeneous
texture, and the beverages fermented with starter culture, indicated more
creaminess, viscosity, consistency and a yellowish color. The low-fat beverages
fermented with grains presented a higher level taste and flavor and aroma but less
consistency, creaminess and viscosity while the beverages fermented with starter
culture, presented sweet aroma and taste and more intense homogeneity, besides a
less intense granular texture. The beverages presented a moderated level of
acceptance (value between 6 and 7 in scale of 9 points). The formulation with full fat
milk, starter culture and inulin indicated a higher acceptance level than low-fat
beverages fermented with Kefir grains and without inulin. The storage resulted in a
decrease of 8 % in content of inulin in the full-fat beverages and 9% in low-fat, and
33 % of lactose for low-fat and from 40 to 29% for the full-fat. There was a decrease
in pH from 4,80 to 4,07 (full-fat) and from 4,79 to 4,15 (low-fat) and an increase of
acidity level from 0,90 to 1,43 % (full-fat) and from 0,95 to 1,39 % (low-fat) in the
formulations fermented with grains. In formulations fermented with culture was



oscillation pH (between 4,58 and 4,69 in full-fat and from 4,54 to 4,58 in low-fat) and
acidity level (between 0,90 and 0,86 in full-fat and between 0,97 and 0,92 in low-
fat). In general, the firmness increased from 0,45 to 0,58 N in full-fat fermented with
grains, from 1,80 to 2,07 N in full-fat fermented with starter culture, from 0,35 to 0,74
N in low-fat fermented with Kefir grains and from 1,39 to 1,62 N in low-fat fermented
with starter culture, syneresis from 25,94 to 26,03 g/100g in full-fat and from 31,81 to
37,45 g/100g in low-fat. The viscosity level incresed from 4136,18 to 4434,0 cP in
full-fat and from 2878,75 to 2202,7 cP in low-fat. The counts of lactic acid bacteria,
acetic acid bacteria and yeasts oscillated between 8 and 12 log UFC g*. The
presence of coliforms was not detected in the beverages within the first and in the
28° day of storage.

Key words: fermented beverages, probiotic, fat substitute, Quantitative Descriptive
Analysis, consumer, Kefir grains, Kefir starter culture.
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1 INTRODUCAO

O termo “alimentos funcionais” foi inicialmente definido no Japao, em meados
da década de 80, como alimentos semelhantes em aparéncia aos alimentos
convencionais, usados como parte de uma dieta normal, demonstrando beneficios
fisiologicos e/ou reduzindo o risco de doencas cronicas, aléem de suas funcodes
basicas nutricionais. O consumo regular de alimentos funcionais pode,
potencialmente, reduzir as chances de ocorréncia de certos tipos de cancer,
doencas do coracao, osteoporose, problemas intestinais e muitos outros problemas
de satde (BRANDAO, 2002).

Inimeros sédo os fatores que tém contribuido para o desenvolvimento de
alimentos funcionais, sendo um deles 0 aumento da consciéncia dos consumidores,
gue desejando melhorar a qualidade de suas vidas, optam por habitos saudaveis
(MORAES e COLLA, 2006).

A bebida Kefir, resultante da fermentacao do leite pela microbiota contida em
graos de Kefir ou cultura “starter” liofilizada, contém vitaminas, minerais e
aminoacidos essenciais e pode ser considerada um alimento funcional oferecendo
varios beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua composi¢ao
guimica, desempenhando um papel potencialmente benéfico na reducéo do risco de
doencas crbnicas degenerativas do consumidor (MORAES e COLLA, 2006).

Os graos de Kefir contém uma complexa microbiota em simbiose, sendo uma
mistura de bactérias acido lacticas (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e
Streptococcus), bactérias acido acéticas (Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces,
Saccharomyces e Torula) (PIERMARIA, CANAL, ABRAHAM, 2007). J4 a cultura
“starter” é a combinacgéo de espécies de bactérias e leveduras que ao fermentarem o
leite produzirdo bebidas semelhantes as bebidas com grdos de Kefir, porém menos
acidas.

A inulina é adicionada como um agente prebidtico ou substituto de gordura
em varios produtos. De acordo com a FAO/ AGNS (2007) prebidticos séo
componentes alimentares ndo viaveis que conferem beneficios a saude do
hospedeiro associado a modulac&o de sua microbiota.

Vérios estudos tém chamado a atencdo para a contribuicdo dos prebidticos
(oligofrutose, inulina, rafinose e estaquiose) no aumento da viabilidade dos

microrganismos presentes no célon (LI, KIM e ZHOU, 2008; GIBSON &
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ROBERFROID, 1995).

Todo alimento somente sera consumido se agradar o paladar do
consumidor, o teste sensorial afetivo tém o objetivo de avaliar a resposta dos
individuos com relagéo a aceitagdo de um produto e a técnica de Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ) proporciona uma completa descricdo de todas as propriedades
sensoriais do produto, representando um dos metodos mais completos e sofisticados
para a caracterizagéo de atributos sensoriais importantes (STONE e SIDEL, 2004).

O consumo da bebida Kefir no Brasil ainda € baixo, a ndo ser o consumo na
forma artesanal. Kefir € um produto saudavel que oferece varios beneficios ao nosso
organismo e a adicdo de inulina pode enriquece-lo, devido a acdo prebidtica,
presenca de fibras, substituicdo de gordura e melhorar a consisténcia. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do iniciador da fermentacéo (grdos ou
cultura “starter” liofilizados), teor de gordura, de inulina, e do armazenamento a 4 °C
nas caracteristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas e sensoriais de formulacdes da
bebidas de Kefir.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 KEFIR

Kefir é derivado da palavra turca "kef’ que significa “sentir bem”. E uma
bebida que utiliza leite e uma cultura microbiana contida em graos de Kefir, e teve
origem nas montanhas do Caucaso Setentrional ha muitos séculos. A bebida possui
consisténcia cremosa, uniforme e espessa, leve sabor acido, aroma moderado de
levedura fresca, efervescéncia de sabor “carbonatado” natural e pode conter entre
0,08 a 2 % de alcool. E um leite fermentado, com dupla fermentag&o, alcodlica e
acida, ao mesmo tempo. Muitas combinacdes aromaticas contribuem para o sabor e
odor agradaveis e caracteristicos (IRIGON et al.; 2005; FARNWORTH e MAINVILLE,
2008).

Os principais produtos da fermentagéo da lactose do leite pelos gréos de Kefir
sé@o o acido lactico, acido acético, acetaldeido, diacetil, etanol e CO,. O Kefir € um
produto rico em vitamina B; Bi,, calcio, aminoacidos e vitaminas K. A producédo de
diéxido carbono contribui para o acentuado gosto acido produzido por leveduras
sendo considerado tipico da bebida Kefir. As caracteristicas quimicas do leite, o
processo tecnoldgico de producao do Kefir e os microrganismos presentes na cultura
sao fatores que influenciam as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais durante o
periodo de estocagem da bebida (OTLES e CAGINDI, 2003). A lactose é consumida
e transformada pela cultura microbiana o que torna o leite assimilavel por individuos
gue possuem intolerancia a lactose (FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

Os graos de Kefir possuem formas irregulares, massa gelatinosa, cujo
tamanho podem variar de 1 a 6 mm de didmetro, sdo amarelos, lembrando
pequenas couves-flor (Figural) (OTLES e CAGINDI, 2003). Segundo Piermaria,
Canal e Abraham (2007), os grdos contém complexa microbiota em simbiose (Figura
2 e 3), com misturas de bactérias acido lacticas (Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, e Streptococcus spp.), bactérias acido acéticas (Acetobacter) e
leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces e Torula) incluindo uma matriz de
proteina e polissacarideo. De acordo com Irigoyen et al. (2005), os grdos possuem
leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces

lactis, Torula kefir), e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces
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cerevisiae).

Figura 1 - Gréos de Kefir
Fonte: OTLES e CAGINDI, 2003.

Varios estudos relatam as dificuldades de isolar e identificar os
microrganismos presentes nos graos e na bebida Kefir porque ocorre uma
associacdo entre as varias espécies de bactérias e leveduras. Koroleva (1991)
citado por Irigoyen et al. (2005) estudando e monitorando os grdos de Kefir notou
que é dificil isolar esses microrganismos porque quando isolados em culturas puras
eles ndo se desenvolvem em leite ou tem diminuicdo da sua bioatividade. Por causa
disso os graos de Kefir sGo um exemplo de simbiose (Figura 3), o crescimento e
sobrevivéncia de uma espécie é dependente da outra. Segundo Farnworth e
Mainville (2008), o crescimento de diversas bactérias acido lacticas isoladas dos
graos de Kefir pode ser estimulado na presenca de leveduras, indicando que as
leveduras presentes nos grdos de Kefir sdo essenciais para a integridade e
viabilidade da microbiota dos graos de Kefir.
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Figura 2 — Microscopia eletrénica dos graos de Kefir mostrando bactérias e leveduras em
carboidrato ou proteina
Fonte: FARNWORTH e MAINVILLE, 2008

Figura 3 - Microscopia eletrénica do gréo de Kefir mostrando associacao simbiética entre as
bactérias e leveduras
Fonte: FARNWORTH e MAINVILLE, 2008

As vitaminas, aminoacidos e outros fatores essenciais para o crescimento
das bactérias sdo produzidos por leveduras, enquanto que produtos finais do
metabolismo das bactérias sdo usados como fonte de energia pelas leveduras
(FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

A simbiose encontrada na populacdo de microrganismos dos gréos de Kefir
permite que os grdos mantenham uniformidade, uma vez que ao longo do ano o
perfil microbiolégico dos graos e da bebida Kefir permanecem estaveis apesar de
variacdes na qualidade do leite e na presenca potencial de antibidticos e outras
substancias inibitérias no leite. O perfil de microrganismos no produto final n&do
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necessariamente se assemelha aquele dos graos devido as condi¢des (pH e outros)
durante o processo de fermentacdo. Também a localizagcdo dos microrganismos nos
graos pode ser um fator. Leveduras sdo geralmente encontradas no interior dos
graos enquanto que Lactococcus spp sao encontrados no exterior. Por isso, 0
numero de leveduras encontradas no produto final € menor do que o encontrado nos
graos, enquanto que lactococos sdo numerosos na bebida final. A composicéo
microbiana complexa dos graos de Kefir produz bebida Kefir. Por isso, diferente do
iogurte, a bebida Kefir ndo pode ser usada como iniciadora para produzir nova
bebida de Kefir (FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

Garrote, Abraham e Antoni (1997) usaram microscopio eletrénico de varredura
para investigar a localizagdo dos microrganismos nos graos de Kefir. Eles sugeriram
gue a populacdo de leveduras e bactérias acido lacticas (Lactobacillus e
Lactococcus spp) ndo sdo perfeitamente distribuidas nos grdos. Os lactobacilos e
lactococos se localizam na parte periférica do grao, enquanto que, as leveduras se
localizam no interior. Farnworth e Mainville (2008) relatam outros estudos da
microscopia eletrénica dos grdos que afirmam que a composicdo da superficie dos
graos é diferente do interior, devido as diferencas de pH existente nos grdos. O
interior dos grados possui menor pH inibindo o crescimento de espécies de
Lactobacillus e Lactococcus e favorece o crescimento de leveduras, predominando
as bactérias na superficie e as leveduras no interior dos gréos. Estudos relatam que
0S microrganismos presentes na superficie dos grdos causam grande impacto no
processo de fermentacdo (FARNWORTH e MAINVILLE, 2008; SARKAR, 2007).

As leveduras sdo as principais responsaveis pela formacédo de sabor
carbonatado e aroma de fermentado préprio da bebida de Kefir. Entretanto o nimero
de leveduras encontradas na bebida é menor do que o encontrado nos graos,
considerando que a contagem de Lactobacillus e Lactococcus € maior na bebida.
(FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

Zajsek e Gorsek (2009) afirmam que as leveduras presentes nos graos de
Kefir estdo envolvidas com a viabilidade das bactérias devido a simbiose, produzindo
metabdlitos que contribuem com o aroma e sabor da bebida. Também foi observado
gue 0s graos possuiam maior contagem de leveduras que a bebida, e que as
leveduras encontradas nos graos nao sdo as mesmas da bebida, devido aos
diferentes meios de multiplicacéo.

Segundo Tomelin, Peil, Peplau (2006), os graos de Kefir normalmente flutuam
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na bebida apos algumas horas de fermentacé&o. Isto ocorre por causa da densidade
do grdao e do CO; produzido pelas leveduras. As bolhas formadas durante o
processo de fermentacdo fazem os graos flutuar, e também séo responséaveis pela
flutuacdo de coagulos mais firmes. Assim, algumas horas depois da fermentacéo
pode-se verificar, flutuando no produto, uma camada mais espessa contendo 0s
graos.

A estrutura dos graos de Kefir € composta por uma matriz de polissacarideo
chamado Kefiran ou Kefirano, que é produzido pelas bactérias &cido lacticas
homofermentativas que produzem uma rede de glicose e galactose, aonde as
bactérias e as leveduras véo se fixar (ORDONEZ, 2005). O Kefiran é uma solucéo
agquosa de glucogalactana que tem funcdo anti-bacteriana e atividade anti-tumoral.
Esse polissacarideo esta presente em graos de Kefir e também na bebida, e é
responsavel pela consisténcia cremosa do Kefir. O Kefiran pode ser classificado
como um aditivo alimentar para produtos fermentados, aumentando a viscosidade e
o periodo de estocagem. O Kefiran pode ser obtido através de alta purificacdo dos
graos de Kefir. Alguns testes indicam que o Kefiran purificado contém menos de 0,01
% de proteina expressa em matéria seca e ndo contém mono e dissacarideos. A
viscosidade intrinseca da bebida pode ser determinada pelo grau de polimerizagcao
dos polissacarideos. A determinacdo das propriedades funcionais tecnologicas do
Kefiran depende da estrutura de cada exopolissacarideo originado de grdos que
podem variar na composicdo e devido a forma de manutencdo (PIERMARIA,
CANAL, ABRAHAM, 2007).

2.1.1 Graos de Kefir versus Cultura “ Starter” Comercial de Kefir

O papel das culturas “starter” nas fermentacdes lacticas € auxiliar na
preservacao do leite pela producdo de acido lactico, e em alguns casos, compostos
antimicrobianos; producdo de compostos de sabor e outros metabdlicos que
resultardo em um produto com caracteristicas sensoriais desejadas pelo
consumidor, melhoramento do valor nutricional com liberacdo de aminoéacidos livres
ou sintese de vitaminas B e, os beneficios a salude devido a presenca, no ato do
consumo, de células bacterianas viaveis benéficas (TAMIME, 2002).

A bebida de Kefir tradicional é preparada utilizando-se gréos de Kefir como

iniciadores da fermentagdo. Os grédos podem ser reaproveitados para novos
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processos de fermentacao para producao da bebida. Os graos se mantém por longo
tempo sendo renovaveis naturalmente devido sua simbiose. Atualmente, culturas
“starter” liofilizadas comerciais para producdo da bebida Kefir estdo disponiveis.
Essas culturas séo preparadas de forma a imitar a composi¢ao microbiana dos graos
e normalmente sdo compostas por microrganismos selecionados tais como,
espécies de bactérias acido lacticas como Lactococcus lactis spp, Lactococcus lactis
spp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus
brevis Lactobacillus kefyr, Leuconostoc e leveduras como a Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces unisporus e Kluyveromyces marxianus var. marxianus,
além de aditivos artificiais. Algumas dessas culturas comerciais podem conter
bactérias acido aceticas. O Kefir produzido a partir de culturas starter comerciais ndo
pode ser utilizado como fonte de cultura iniciadora de nova fermentacéo,
necessitando comprar regularmente nova cultura para continuacdo da producao do
Kefir, tornando-se um processo mais caro (SACCO, 2010; WILDERNESS FAMILY
NATURALS, 2010).

Uma vantagem dos graos é poder utilizar qualquer tipo de leite, enquanto
gue para a cultura “starter” ndo € aconselhavel utilizar leite que ndo passou por
tratamento térmico, porque 0S microrganismos presentes neste leite podem ser
prejudiciais aos microrganismos presentes na cultura “starter” sendo uma
desvantagem. Os grédos de Kefir também conseguem manter o efeito de simbiose
pela associacdo de bactérias e leveduras se mantendo estaveis sem alteracfes da
composicdo da cultura mae, enquanto a cultura “starter” € incapaz de manter essa
simbiose (ANFITEATRO, 2008).

Para Tomelin, Peil, Peplau (2006), o desenvolvimento e o uso de Kefir
produzido a partir de cultura “starter’” ndo deveria ser classificado como Kefir, porque
os graos de Kefir tradicionais ndo foram usados no processo. Sem 0 uso de graos,
mas utilizando culturas “starter” comerciais, muitas das propriedades naturais que sO
0s graos produzem ndo serdo encontradas nos produtos. O Kefir ndo pode ser
considerado iogurte e sim uma bebida preparada a partir da fermentacao utilizando-
se graos de Kefir que tem uma complexa microbiota em comparagao ao iogurte.

Nas culturas iniciadoras da fermentacdo pode haver problemas de
contaminacdo da cultura por microrganismos patogénicos. Como resultado desta
contaminacao, h& necessidade de comprar uma nova cultura a cada preparo. I1Sso se

deve aos limites nos grupos de genes dos microrganismos usados para preparar
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estas culturas, e a diversidade limitada de espécies nestas culturas. Nos gréaos de
Kefir qualquer tipo ou espécie de microrganismos podem se desenvolver, pois o fator
limitante é o ambiente. Caso qualquer tipo de microrganismo falhe, outro
prevalecera, em razdo da vasta complexidade da microbiota encontrada nos graos
de Kefir, que ndo pode ser encontrada ou duplicada em culturas comerciais
(TOMELIN, PEIL, PEPLAU, 2006).

Gréaos de Kefir crescem continuamente no leite. Para prevenir o crescimento
excessivo deve-se remover parte dos graos no processo, € 0S graos removidos
podem ser utilizados em tratamentos terapéuticos, em outros produtos probidticos ou
serem consumidos junto com a bebida Kefir. As culturas “starter” provém de uma
mistura de bactérias acido lacticas, com um tipo de levedura e aditivos artificiais. Os
graos de Kefir possuem um namero maior de contagem de bactérias acido lacticas e
leveduras e tem a vantagem de ser 100 % natural (ANFITEATRO, 2008).

A bebida Kefir produzida com grdos e com cultura “starter” possuem
contagem microbiolégica semelhante. Segundo Sarkar (2007), a microbiota dos
graos de Kefir, da cultura “starter” e da bebida Kefir depende das bactérias e
leveduras presentes. No estudo realizado pelo autor, os graos de Kefir possuiam
menor contagem de bactérias acido lacticas e maior contagem de bactérias acido
acéticas e leveduras que a cultura “starter” e a bebida de Kefir preparada com graos

ou cultura, conforme demostrado no Quadro 1.

Microrganismos Graos de Kefir Cultura “Starter” Bebida Kefir
(cfu/g) (cfu/g) (cfu/g)
Lactococos 10° 10° - 10° 10°
Leuconostoc 10° 10"- 10° 10"- 10°
Lactobacilos 10° 10° 10°
Bactérias acido 10° 10°-10° 10%- 10°
Acéticas
Leveduras 10°- 10° 10°- 10° 10%- 10°

Quadro 1 - Contagens de bactérias acido lacticas, acido acéticas e leveduras nos graos de
Kefir, na cultura “starter” e na bebida Kefir
Fonte: Sarkar,2007.

Zajsek e Gorsek (2009) avaliaram a correlacdo do tempo de ativacdo dos

graos de Kefir com a quantidade de leveduras e etanol produzido na bebida Kefir e
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constataram que quanto maior o tempo de ativacdo dos grdos maior era

porcentagem de etanol e compostos aromaticos encontrados na bebida Kefir.

2.1.2 Producéao da Bebida Kefir

O método tradicional de producdo da bebida Kefir (Figura 4) consiste na
inoculacdo de 1 a 10 % de gréos de Kefir no leite a temperatura ambiente, o
recipiente deve ser coberto com um tecido (por exemplo tunil) que permita a aeracao
e, entdo ser mantido ao abrigo da luz a uma temperatura de 15 a 25 °C. Apé6s o
periodo de 18 a 30 horas de fermentacdo os grdos devem ser separados do leite, e
guardados a 4 °C para serem usados em uma proxima inoculacdo. A bebida Kefir
deve ser estocada a temperatura de 4 °C e consumida dentro de no maximo trés a
guatro dias (OTLES e CAGINDI, 2003).

Leite UHT

\ 4

Inoculacéo dos
graos de Kefir

\ 4
Fermentacao por 24

horas
\ 4
Separacgao dos .| Os graos sao lavados e
graos de Kefir guardados em leite a
4°C para uma préoxima
! inoculacao

Armazenamento da
bebida Kefir a 4°C

Figura 4 — Etapas de producao do Kefir
Fonte: OTLES e CAGINDI,2003.

O Kefir € uma bebida de consumo rapido. Irigoyen et al. (2005) avaliando
sensorialmente amostras de Kefir com 1 e 5 % de grados de Kefir durante 28 dias

relatam que os melhores indice aceitabilidade foram encontrados no primeiro dia
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apos producao da bebida e que a partir do 14° dia de armazenamento as amostras
apresentavam bolores na superficie ndo podendo ser avaliadas sensorialmente. A
intensidade do odor (fermentado, vegetal, “boca” e misto) aumentava durante a
estocagem sendo um dos fatores que mais afetava a aceitabilidade do produto
durante a estocagem. Kili¢ et al. (1999) relata que os indices de aceitacao diminuem
significativamente com o tempo. Os autores concluiram que o Kefir mantido
refrigerado mantinha as mesmas caracteristicas iniciais durante os trés primeiros
dias de armazenamento.

O meétodo de producéo a partir da cultura “starter” baseia-se na inoculagéo de
1 a 3 % da cultura em leite, e segue as mesmas condi¢cdes do método tradicional,
com fermentacdo a temperatura de 15 a 25 °C, por um periodo de 18 a 30 horas,
porém sem recuperacado da cultura (GARCIA FONTAN et al., 2006).

Farnworth e Mainville (2008) relatam varios estudos realizados para
determinar as condicdes ideais de tempo e temperatura de fermentacédo, mas essa
decisdo depende muito das caracteristicas desejadas para a bebida e das condi¢des
de processo.

Garrote, Abraham e Antoni (1997) observaram que ocorre rapido aumento da
acidificacdo com a inoculacdo de 100g de gréos por litro de leite. Tal fato indica que
niveis de leveduras e bactérias acido acéticas sdo proporcionais a quantidade de
graos inoculados, entretanto niveis de lactobacilos e lactococos sdo inversamente
proporcionais e aumentam com menores porcentagens inoculadas. Segundo
Irigoyen et al. (2005), a porcentagem de graos inoculados influencia
significativamente a viscosidade, o teor de lactose, o pH e a contagem microbiana,

entretanto ndo afeta o teor de gordura e a matéria seca.

2.1.3 Composicao Nutricional e Quimica da bebida de Kefir

A composicao da bebida de Kefir € influenciada pela quantidade de gordura
do leite, composicado microbioldgica dos gréos ou culturas e processo de producéo
do Kefir. A composi¢do quimica e nutricional aproximada esta apresentada no
Quadro 2. Conforme jA mencionado, os principais produtos formados durante a
fermentacdo séo acido lactico, acido acético, acetaldeido, diacetil, etanol e CO,. O
acetaldeido e o diacetil sdo compostos aromaticos caracteristicos do Kefir. O pH
caracteristico do Kefir encontra-se entre 4,2 a 4,6 (OTLES e CAGINDI, 2003).
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Componentes 100g Componente 100g
Energia 65 Kcal Conteudo Mineral (g)
Lipidios (%) 3.5 Calcio 0.12
Proteina (%) 3.3 Fosforo 0.10
Lactose (%) 4.0 Magnésio 12
Umidade(%) 87.5 Potéassio 0.15
Saodio 0.05
Cloreto 0.10
Acidos (g) 0.8
Etanol (g) 0.9
acido lactico (g) 1 Elementos tracos
Colesterol (mg) 13 Ferro (mg) 0.05
Fosfato (mg) 40 Cobre (ug) 12
Molibidenio (pg) 55
Aminoacidos Magnésio (ug) 5
essenciais (g)
Tritofano 0.05 Zinco (mg) 0.36
Leucina 0.34
Isoleucina 0.21 Compostos
aromaticos
Threonina 0.17 Acetaldeido
Lisina 0.27 Diacetil
Valina 0.27
Vitaminas (mg) Bi» 0.5
A 0.06 Niacina 0,09
Caroteno 0.02 C 1
B, 0.04 D 0.06
B, 0.17 E 0.11
Bs 0.05

Quadro 2 — Composicao quimica e nutricional da bebida Kefir
Fonte: OTLES e CAGINDI, 2003.

No iogurte, a lactose presente no leite é transformada em acido lactico
durante a fermentacdo. Mas somente 30% da lactose presente no leite sé&o
hidrolisadas pela enzima B-galactosidase das bactérias, que é a enzima responsavel
pela hidrélise da lactose em glicose e galactose. Dependendo da composicao
microbiolégica dos graos de Kefir, as bactérias presentes sao capazes de utilizar
glicose com producéo de acido lactico (FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

A porcentagem de lipidios presente na bebida Kefir depende muito do tipo
de leite utilizado. Segundo Alm (1982) citado por Farnworth e Mainville (2008) nao
ha diferenca entre o conteudo e a composicao dos lipidios da bebida de Kefir e do
leite. O autor também afirma que o fato de encontrar acidos graxos livres em
produtos fermentados, indica que nesses produtos a digestibilidade do lipidio é
maior do que no leite.

A bebida Kefir tem o mesmo padrdo de aminoacidos que o leite. As
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proteinas da bebida sdo de facill digestdo por meio da acédo da coagulacdo acida e
protedlise no trato gastrointestinal. Os aminoacidos livres encontrados no leite sdo
consumidos durante as primeiras horas de fermentacédo por bactérias seletivas para
producédo da bebida. Quando a fermentacdo diminui e o Kefir passa para o estagio
de maturacao, a atividade proteolitica de outros microrganismos tais como bactérias
acido acéticas e leveduras originam mais peptidios e aminoacidos livres que séo
formados de maneira semenlhante em outros produtos lacteos (FARNWORTH e
MAINVILLE, 2008).

As leveduras e as bactérias acido lacticas heterofermentativas séo
responsaveis pela producdo de CO; e etanol no Kefir. Quanto maior o tempo de
fermentacdo e maior a acidez do produto final, maior serd o conteudo de CO,. A
guantidade de etanol é proporcional a contagem de leveduras presente na bebida
(FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

Os principais compostos volateis que contribuem para o sabor caracteristico
da bebida de Kefir sdo o acetaldeido e o diacetil, mas o propionaldeido, 2- butanona,
n-propanol, acido acético e o etanol também sédo encontrados no Kefir e podem
influenciar no aroma (FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

A bebida de Kefir também contém vitaminas B; B;, Bs e vitamina C. O
contetudo de vitaminas € influenciado pelo tipo de leite utilizado e também pela

microbiota presente nos gréos (SARKAR, 2007).

2.1.4 Kefir e Saude

A bebida de Kefir € considerada um alimento funcional por promover
beneficios a saude, promovendo o bem-estar e tornando o organismo humano
resistente a diversas doencas devido aos seus componentes nutricionais
(ANFITEATRO, 2008).

Farnworth e Mainville (2008) relatam que o consumo da bebida Kefir fornece
inimeros beneficios ao homem, os principais séo:
e incremento do valor biologico das proteinas do leite;
e diminuicdo da intolerancia a lactose, porgue grande parte da lactose &

fermentada;
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e limitacdo da colonizagdo do intestino por microrganismos patogénicos,
0 que acarreta na diminuicdo do risco de diarréias, ativando o sistema
imunoldgico;

e aumento de resisténcia a infec¢des;

e restabelecimento e equilibrio da microbiota intestinal;

e diminuicdo do risco de cancer, principalmente de célon;

e diminuicdo da concentracao da fragdo do LDL colesterol sanguineo;

e reducdo elou retardamento do desenvolvimento de tumores
cancerigenos induzindo a resposta imune;

e prevencao e controle de alergias;

Segundo Tietze (1996), alem das bactérias benéficas e leveduras, o Kefir
conttm minerais, vitaminas e aminoacidos essenciais importantes para a
manutencdo das fungdes vitais do organismo. Os teores elevados do aminoacido
essencial triptofano, de calcio e de magnésio promovem um efeito relaxante no
sistema nervoso. A bebida também fornece foésforo, um mineral que participa do
processo de absorcédo de carboidratos, gorduras e proteinas. Estes nutrientes, por
sua vez, sdo responsaveis pela manutencéo e crescimento celular, e fornecimento
de energia ao organismo humano.

N&o existe registro até o momento de problemas de saude causados pelo
consumo do Kefir. Os microrganismos presentes nos graos de Kefir previnem o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos como a Salmonella e outros
microrganismos presentes no leite. Dessa forma o Kefir € um alimento seguro para
consumo (ANFITEATRO, 2008).

A literatura indica vasta relacdo dos beneficios devido ao consumo de Kefir,
porém € muito pobre em relacdo aos possiveis riscos a saude. Bissoli (2005),
menciona em sua revisdo da literatura que apesar da presenca de microrganismos
no Kefir, infeccbes causadas por esses microrganismos nao foram relatadas na
literatura e que também né&o tem sido observado riscos metabdlicos e enzimaticos
relacionados ao consumo de Kefir.

Bissoli (2005) avaliou as respostas lipidémicas de coelhos a ingestdo de
diferentes apresentacdes de racdes formuladas com Kefir, o estudo mostrou que o
Kefir ndo é vantajoso para a diminuicdo de colesterol em coelhos, porém mostrou

gue o Kefir pode ter vantagem no controle de peso e em ac¢Oes profilaticas contra
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dislipidemia (aumento dos lipidios no sangue principalmente colesterol e
trigliceridios). Dessa forma, concluiu que novos estudos sdo necessarios para
comprovar os possiveis efeitos nocivos ou benéficos do Kefir.

Lee et al. (2007) realizaram estudos sobre o efeito antiinflamatorio e
antialérgico do consumo de Kefir em ratos com pré-disposi¢cado asmatica. Verificaram
gue a ingestdo regular de Kefir mostrou efeito terapéutico nesse caso e nao
apresentou nenhum efeito toxico em altas doses diarias de consumo.

Hlastan-Ribic, Pokorna e Zebic (2005) estudaram o efeito do consumo de
Kefir com diferentes porcentagens de gordura na inducdo de tumores epiteliais em
animais. Considerando o Kefir um alimento com propriedades antitumorais 0s
autores constataram que os ratos que consumiram Kefir com maior porcentagem de
gordura continuaram a ter pré-disposicdo para desenvolver cancer e que 0
desenvolvimento de tumores epiteliais esta diretamente relacionado ao conteudo de
gordura e também observaram que o Kefir ndo conseguiu evitar o desenvolvimento

do cancer, apesar do efeito antitumoral alegado.

2.2 ALIMENTO FUNCIONAL

Os alimentos funcionais devem ser semelhantes aos alimentos
convencionais, serem consumidos como parte da dieta e produzir beneficios
especificos a saude, tais como a reducdo do risco de diversas doencas e a
manutencdo do bem-estar fisico e mental. Adicionalmente as suas fungdes
nutricionais, como fonte de energia e de substrato para a formacdo de células e
tecidos, os alimentos funcionais possuem em sua COMPOSICA0 um ou mais
componentes capazes de agir no sentido de modular processos metabdlicos,
melhorando as condicbes de saude, promovendo o bem-estar das pessoas e
reduzindo o risco de aparecimento precoce de doencas degenerativas, que levam a
uma diminui¢do da longevidade (ROBERFROID, 2002).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois
modos: quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que
oferecem, atuando em seis areas do organismo: no sistema gastrointestinal;, no
sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos; no crescimento, no
desenvolvimento e diferenciagéo celular; no comportamento das fungdes fisiologicas
e como antioxidantes (MORAES e COLLA, 2006).
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Os alimentos para serem considerados funcionais devem apresentar as
seguintes caracteristicas:
e ser alimentos convencionais e ser consumidos na dieta usual;
e ser compostos por componentes nhaturais, algumas vezes, em elevada
concentragao ou presentes em alimentos que normalmente n&o os supririam;
e além do valor basico nutritivo, possuir efeitos positivos que possam aumentar

0 bem-estar, a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencgas,

melhorando a qualidade de vida por meio de desempenhos fisico, psicolégico

e comportamental;

e pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha
sido removido ou modificado;
e pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes

tenha sido modificada (ROBERFROID, 2002; HOZER e KIRMACI, 2009).

O registro de um alimento funcional sé pode ser realizado apés comprovacao
cientifica das alegacdes de propriedades funcionais ou de saude com base no
consumo diario recomendado, na finalidade, nas condicbes de uso e valor
nutricional, ou na(s) evidéncia(s) cientifica(s): composi¢cédo quimica ou caracterizacao
molecular; e ou formulacdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e
ou fisiologicos e ou toxicologicos em animais de experimentacdo; estudos
epidemioldgicos; ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura cientifica,
organismos internacionais de saude e legislacdo internacionalmente reconhecidas
sob propriedades e caracteristicas do produto e comprovagao de uso tradicional,
observado na populacéo, sem associacao de danos a saude (BRASIL, 2002).

De acordo com IFIC (International Food Information Council Foundation)
(2005) os probidticos e os prebidticos constituem exemplos de componentes ou

ingredientes funcionais.

2.3 PRrRoBIOTICO

Para Tietze (1996) o Kefir pertence ao grupo dos probidticos que, segundo,
a definicdo da Unido Européia (1995), sdo microrganismos vivos, que quando
ingeridos em quantidade suficiente, causam efeitos benéficos para a saude,

associado aos seus efeitos nutricionais. O numero de microrganismos presentes na
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bebida Kefir (>10" cfu/g) é suficiente para que o Kefir seja considerado um probiético
(FARNWORTH e MAINVILLE, 2008).

Segundo Fooks, Fuller e Gibson (1999) o termo probidtico tem origem grega
significando “pré-vida”. Tal termo foi inicialmente proposto por Lillly e Stilwell (1965)
como uma substancia secretada por um microrganismo que estimula o crescimento
de outro microrganismo. Fuller (1989) redefiniu probidtico como um suplemento
microbiano vivo o qual afeta beneficamente o animal hospedeiro, por meio da
melhoria de seu balango microbiano intestinal.

As culturas probioticas sdo suplementos microbianos que aumentam de
maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos, afetando
beneficamente o balango microbioldgico intestinal. S&o usados na fermentacdo do
leite ajudando no funcionamento da microbiota intestinal (FOOKS, FULLER e
GIBSON, 1999; ZUBILLAGA et. al.,, 2001; GORBACH, 1996). Entre os diversos
géneros que integram este grupo, destacam-se a Bifidobacterium e o Lactobacillus,
e, em particular, a espécie Lactobacillus acidophilus (COPPOLA e TURNES, 2004;
FOOKS, FULLER e GIBSON,1999; ZUBILLAGA et.al., 2001). Varios microrganismos
sao usados como probioticos, entre eles bactérias acido lacticas, bactérias ndo acido
lacticas e leveduras (Quadro 3).

O uso de levedura como probiético tem efeitos significativos em humanos e
animais, no entanto, seus efeitos sdo pouco estudados. Alguns estudos tém
demonstrado que a Saccharomyces boulardii tém propriedades de modulacéo
imunoldgica. A S. boulardii € uma levedura ndo patogénica utilizada por muitos anos
para prevenir ou tratar uma variedade de disturbios gastrointestinais humanas.
Pesquisas realizadas por Martins et al. (2005) demonstram que linhagens de S.
cerevisiae, isoladas da producdo de aguardente, sdo eficazes na protecdo de
camundongos contra desafios com patdgenos intestinais. Outras pesquisas
mostraram que possiveis mecanismos de acao presentes nesta protecdo seriam
uma imunomodulagédo pela levedura e uma diminuicdo da capacidade de
translocacdo de um destes patdgenos, a salmonela.

Os beneficios a saude do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas
probidticas sdo: controle da microbiota intestinal, estabilizagdo da microbiota
intestinal apdés o uso de antibidticos, promocdo da resisténcia gastrintestinal a
colonizagéo por patdgenos, diminuicdo da concentracdo dos acidos acético e latico,

producdo de bacteriocinas e outros compostos antimicrobianos, promocdo da
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digestédo da lactose em individuos intolerantes a lactose, estimulacdo do sistema
imune, alivio da constipacdo e aumento da absorcdo de minerais e vitaminas
(MORAES e COLLA, 2006; FOOKS, FULLER e GIBSON,1999).

Além das propriedades mencionadas, os probiéticos devem ser indcuos,
manterem-se viaveis por longo tempo durante a estocagem e transporte, tolerar o
baixo pH do suco gastrico e resistir a acdo da bile e das secrecbes pancreatica e
intestinal, possuir propriedades anti-mutagénicas e anticarcinogénicas, assim como
resistir a fagos e ao oxigénio, e ndo causar alteragbes sensoriais nos alimentos
(COPPOLA e TURNES, 2004).

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias | Bactérias ndo acido
acido lacticas lacticas

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus Bacillus cereus var
faecalis toyoi

L. amylovorus B. animalis Enterococcus Escherichia coli cepa
faecium nissle

L. casei B. bifidum Lactococcus lactis Propianibacterium

freudenreichii

L. crispatus B. breves Leuconostoc Saccharomyces
mesenteroides cerevisiae

L. delbrueckii subsp | B. infantis Pediococcus Saccharomyces

bulgaricus acidilactici boulardii

L.gallinarum B. lactis Sporalactobacillus
inulinus

L. gasseri B. longum Streptococcus

L. johnssonii thermophilus

L. paracasei

L. plantarum

L.reuteri

L. rhamnosus

Quadro 3 - Microrganismos com propriedades probidtica
Fonte: COPPOLA e TURNES, 2004.
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2.4 PREBIOTICO

Prebiéticos sd@o carboidratos que ndo sdo hidrolisados pelas enzimas
digestivas humanas no trato gastrointestinal superior e que afetam beneficamente o
individuo por estimulagdo seletiva do crescimento e/ou atividade de um ndamero
limitado de bactérias no célon. (LI, KIM e ZHOU, 2008; GIBSON & ROBERFROID,
1995). De acordo com a FAO/ AGNS (2007) prebibdticos sdo componentes
alimentares nao viaveis que conferem beneficios a saide do hospedeiro associado a
modulacdo da sua microbiota. Frutana refere-se a qualquer carboidrato com uma ou
mais ligagdes glicosidicas frutana-frutose (CARABIN e FLAMM, 1999). As frutanas
por sua configuragdo quimica ndo podem ser hidrolisadas pelas enzimas digestivas
do homem, por isso permanecem intactas na parte superior do trato gastrointestinal,
mas sao totalmente hidrolisadas e fermentadas no trato gastrointestinal inferior
(intestino grosso, colon) (MADRIGAL e SANGRONIS, 2007). Segundo Silva (1996),
prebidticos devem ser um substrato seletivo para um namero limitado de bactérias
potencialmente benéficas do célon, que sdo estimuladas a crescerem e
desenvolverem atividades metabolicas; capaz de promover uma microbiota intestinal
saudavel e, como consequéncia, induzir efeitos no limen que beneficiem o
hospedeiro.

Alguns efeitos atribuidos aos prebidticos sdo: a modulacdo de funcdes
fisioldgicas chaves, como a absorcao de calcio, o metabolismo lipidico, a modulacéo
da composi¢cdo da microbiota intestinal, a qual exerce um papel primordial na
fisiologia intestinal e a reducéo do risco de cancer de célon (MORAES e COPOLLA
2006).

Segundo Fooks, Fuller e Gibson, (1999), os critérios para classificacdo de um
ingrediente alimentar como prebidticos sdo: ndo deve ser hidrolisado, nem absorvido
na parte superior do trato-gastrointestinal; fermentacdo seletiva por bactérias
potencialmente benéficas do colon, alteracdo na composi¢do da microbiota colénica
para uma composicdo mais saudavél; preferivelmente, induzir efeitos que séo
benéficos para saude do hospedeiro.

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo polimeros de D-frutose terminando com
uma molécula de glicose e formam uma classe de prebioticos e a inulina é um

exemplo dessa classe (SILVA, 1996).
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2.4.1 Inulina

A inulina é considerada um prebio6tico por ser um componente alimentar nao
absorvido, e que confere beneficio a saude do hospedeiro associado & modulacéo
de sua microbiota intestinal. E um carboidrato de reserva naturalmente presente em
mais de 30.000 vegetais, dentre esses vegetais, as raizes de chicdria (Cichorium
intybus) e de alcachofra de Jerusalém (Helianthus tuberosus) se destacam na
producdo em escala industrial (Figura 5) (TONELI e PARK, 2008).

A inulina convencional é constituida por moléculas de frutose unidas por
ligacdes frutosil-frutose B(2->1), sendo o termo frutanas usado para designar o
composto. As cadeias de frutose tem a particularidade de terminar em unidade de
glicose unida por ligagbes glicosidicas a(2->1) como a sacarose. A inulina
caracteriza-se pelo grau de polimerizagdo que varia de 2 a 60 unidades sendo
considerada um carboidrato de cadeia curta e de baixo grau de polimerizacéo
(MADRIGAL e SANGRONIS, 2007).

A inulina purificada que se encontra no mercado é conhecida como “alta
performance” (HP). Quando essa inulina é purificada retiram-se as unidades
terminais de glicose, frutose ou sacarose que podem estar presentes nas moléculas
e que sdo as responsaveis pelas caracteristicas de docura. A inulina HP possui grau
de polimerizacdo entre 11 e 60 unidades, sendo a polimerizacdo média de 25. Este
produto promove duas vezes mais a sensacdo da gordura na boca do que a inulina
convencional (FRANCK, 2002; ROBERFROID, 2002; MADRIGAL e SANGRONIS,
2007).



HOCH,

HOCH,

38

Figura 5 - Estrutura quimica da inulina com as moléculas terminal de glicose (B-D-

glucopiranosil) (A) e com a molécula terminal de frutose (3-D- glucopiranosil) (B).
Fonte: MADRIGAL e SANGRONIS, 2007.

Segundo Roberfroid et al. (1993); Ranhotra et al., (1993); citado por Oliveira et.

al. (2004) e Robinson, (1995) a inulina pode ser considerada um ingrediente

funcional sob o ponto de vista da saude, com baixa contribuicdo calorica, devido as

seguintes propriedades:

apresenta efeitos benéficos a saude relacionados a diabetes, metabolismo de

lipidios e reducéo de risco de céncer;

apos a ingestdo, néo € hidrolisada no sistema digestivo humano, devido a

composi¢cdo quimica da frutose que ndo permite a hidrolise das ligacdes

glicosidicas B-(2,1). Apenas no colon, ocorre a fermentagdo da inulina por

bactérias benéficas presentes no colon e, conseqientemente, tera uma baixa

contribuicdo cal6rica indireta;

afeta os parametros fisioldgicos do sistema digestivo, como esvaziamento

gastrico, tempo de transito, pH, e massa fecal de forma semelhante as fibras

alimentares;
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e sua ingestdo resulta no incremento dos beneficios as bifidobactérias,
estimulando o sistema imunolégico, a absor¢do de minerais e inibindo o
crescimento de bactérias nocivas ao organismo;

Em muitos paises a inulina pode ser utilizada como ingrediente em alimentos
e bebidas sem limites de especificacdes de quantidade (FRANCK, 2002). Gibson
(2004) afirma que a dose de ingestao de um prebiético de 5g/dia ja é suficiente para
alterar beneficamente a microbiota colénica sendo que em casos mais especificos,
esse valor pode chegar a 8g/dia.

A comercializacdo da inulina é realizada preferencialmente na forma de po,
obtido por meio de secagem por atomizacdo (spray dryer). Essa forma esta
relacionada as facilidades de manipulagéo, transporte, armazenamento e consumo.
Para que haja bom rendimento no processo de secagem por atomizacdo, é
necessario que o processo de extracdo resulte em um extrato liquido com alta
concentragdo de inulina. Ao final do processo de secagem, € preciso conhecer as
propriedades do pé resultante, de forma que seja possivel avaliar a influéncia dos
parametros de secagem sobre as caracteristicas fisicas e sobre a estabilidade do
produto final (TONELI e PARK, 2008).

A funcionalidade tecnoldgica da inulina estd baseada em seu efeito sobre
solugdes aquosas em varias concentracdes de soélidos. A medida que a
concentragdo de inulina aumenta, a viscosidade aumenta gradativamente. Para
formar gel, a inulina tem que estar numa concentragdo em que se apresente em
discretas particulas. Assim, quando o nivel de inulina alcanga 30 % de solidos em
solucdo aquosa, a combinagédo inulina — agua inicia a geleificagdo. Neste nivel, o gel
e formado sob resfriamento apés 30 a 60 minutos. Quando o nivel de inulina
aumenta, o gel precisa de menos tempo para ser formado, sendo praticamente
instantdaneo quando o nivel de sélidos em solucdo esta entre 40 — 45 %. O gel de
inulina € muito cremoso e assemelha-se a textura da gordura ao toque e sua forca
depende principalmente da concentracdo de inulina entre outros fatores (HAULY e
MASCATTO, 2002).

A aplicacdo da inulina na industria de alimentos também deve-se as
propriedades que a tornam capaz de substituir a gordura, com a vantagem de nao
resultar em incremento calérico. Pode-se, desse modo, emprega-la como ingrediente
em uma série de alimentos, tais como chocolates, sorvetes, iogurtes, dentre outros
(HAULY e MASCATTO, 2002). A inulina melhora a aceitabilidade de iogurtes



40

elaborados com leite desnatado melhorando a sensacéo de cremosidade, atuando
como agente espessante, retendo agua e contribuindo na estabilizacdo dos géis. A
capacidade de formar gel € determinante no seu uso como substituto de gordura em
produtos lacteos (MADRIGAL e SANGRONIS, 2007).

Diferentemente de outras fibras, a inulina ndo tem sabores adicionais, e pode
enriquecer os alimentos sem contribuir muito com a viscosidade, permitindo que as
formulacées dos alimentos com adicdo de 5 a 10 % de fibras mantenham as
caracteristicas de aparéncia e o gosto das formulacbes padroes (HAULY e
MASCATTO, 2002).

Apesar da inulina ser considerada uma fibra alimentar, ndo é possivel
determina-la por meio dos métodos de andlises oficiais da AOAC, por ser muito
soltvel em etanol ou ser degradada por hidrélise acida. Em 1995 a AOAC adaptou o
meétodo de determinacdo de frutana para determinar quantitativamente a inulina em
alimentos. Este método quantifica a inulina total mais as oligofrutoses em qualquer
produto de origem alimentar, sendo um método bastante especifico e reprodutivel
para ambas as substancias. O método envolve o tratamento da amostra com as
enzimas amiloglucosidase e inulinase, seguido pela determinacdo dos agucares
residuais por cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia ou,
preferivelmente, cromatografia de troca anionica de alta eficiéncia com detector de
pulso amperométrico (FRANCK, 2002).

2.4.2 Toxidade da Inulina

Inimeros artigos relacionados a saude reportam estudos que mostram a
seguranca do consumo de inulina como ingrediente alimentar. Embora isso néo seja
garantia de seguranca, € confortante que durante séculos ninguém tenha reportado
duvidas quanto a seguranca desses ingredientes (COUSSEMENT, 1999). Segundo
Hauly e Mascatto (2002) especialistas, baseado em revisfes sobre a toxidade da
inulina, concluiram que ndo ha razédo para admitir que a inulina, as oligofrutoses e
seus metabdlitos possam ter efeitos tdéxicos no uso em alimentos. Estudos recentes
documentam efeitos nutricionais benéficos destas substancias no trato
gastrointestinal do homem (FOOKS, FULLER e GIBSON, 1999).
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Carabin e Flamm (1999) realizaram uma ampla reviséo bibliografica sobre a
seguranca do consumo de inulina. Este estudo mostrou que o consumo de inulina
nao resulta em mortalidade, morbidade, toxicidade em érgéos, ou carcinogenicidade.
Muitos estudos in vitro também demonstraram auséncia de potencial mutagénico ou
genotoxico. A unica limitagdo no uso destas fibras esta relacionada a tolerancia
gastrintestinal. Os testes foram realizados com animais e humanos que receberam
doses de inulina maiores do que a recomendacdo diaria. Demonstrando que a
inulina ndo afeta negativamente a absor¢cao dos minerais, o controle da glicose, o
metabolismo lipidico e a microbiota intestinal. A dose diaria recomendada para
consumo € de no maximo 10g ao dia, para ndo causar riscos a saude e nenhum
efeito colateral, porém em doses mais elevadas podera ter efeito laxativo. Sinais de
intolerancia foram observados em doses de 20 a 30g diarias.

Testes realizados pela empresa Orafti indicaram a existéncia de trés
categorias de pessoas quanto a ingestdo de carboidratos totalmente
fermentesciveis: (1) pessoas nao-sensiveis: podem consumir 30 gramas por dia ou
mais sem desencadear reaglOes indesejaveis; (2) pessoas sensiveis: podem
consumir 10 gramas por dia sem desencadear reacdes indesejaveis, mas podem
apresenta-las com doses superiores a 20 gramas por dia; e (3) pessoas muito
sensiveis: podem desencadear reacdes indesejaveis com doses inferiores a 10
gramas por dia (COUSSEMENT, 1999).

2.5 EFeEITO SiMBiOTICO, PROBIOTICO E PREBIOTICO

Um simbidtico € um produto no qual um probiético e um prebidtico estao
combinados. A interacdo entre o probidtico e o prebidtico in vivo pode ser favorecida
por uma adaptacdo do probidtico ao substrato prebidtico. Os simbidticos promovem
o crescimento de bactérias benéficas ja existentes no célon, assim como aumentam
a sobrevivéncia, implantacdo e crescimento das bactérias que estdo sendo
adicionadas ao produto (LIONG & SHAH, 2005). Este ultimo fato decorre da
presenca do substrato especifico para o probidtico estar disponivel para a
fermentacao (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

Segundo Gibson e Roberfroid (1995), a associacdo entre probibtico e
prebiotico traz varios efeitos positivos, como melhor absor¢cdo de nutrientes e do

metabolismo lipidico.
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2.6 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial pode ser definida como uma disciplina cientifica usada
para evocar, medir, analisar e interpretar reacfes as caracteristicas dos alimentos
gue possam ser percebidas pelo sentido da viséo, olfato, tato, sabor e audicéo,
utilizando conhecimentos de Ciéncia de Alimentos, Fisiologia, Psicologia e
Estatistica (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1998).

As caracteristicas sensoriais sdo aspectos de inegavel importancia na
aceitacdo dos alimentos. A avaliacdo deve ser realizada ap0s mudancgas das
condicBes de processamento, de matérias-primas, e na otimizacdo de formulagcdes
para o desenvolvimento de produtos. O uso da analise sensorial cresceu devido a
crescente incorporacdo de técnicas de analise estatistica e as facilidades para o
processamento de dados com sofwares especificos e a aplicabilidade de analise
sensorial para controle de qualidade, desenvolvimento de produtos e processo e
estudo de vida de prateleira (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1998).

Existem diversos métodos sensoriais empregados atualmente e novos
métodos continuam sendo desenvolvidos. Em geral, os métodos sdo divididos em
categorias, como segue (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1998):

e discriminativos: métodos que estabelecem diferenciacdo qualitativa
e/ou quantitativa entre as amostras. Exemplos: teste de diferenca
(comparacdo pareada, duo trio, triangular, etc) e teste de
sensibilidade (limites, estimulo constante e diluicéo);

e descritivos: métodos que descrevem  qualitativamente e
guantitativamente as amostras. Exemplos: avaliacdo de atributos;
perfil de sabor; perfil de textura; analise descritiva quantitativa (ADQ);

e afetivos: avaliam a resposta de individuos com relagéo a preferéncia
e/ou aceitacdo de um produto ou com relacdo as caracteristicas
especificas do produto; por meio de consumidores habituais ou
potenciais do mesmo. Exemplos: comparacdo pareada, ordenagéao,

escala hedbnica e escala de atitude.
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2.6.1 Analise Descritiva Quantitativa (ADQ)

A andlise descritiva quantitativa (ADQ) proporciona uma completa descricao
e quantificacdo de todas as propriedades sensoriais de um produto, representando
um dos métodos mais completos e sofisticados para a caracterizagdo sensorial de
atributos importantes (STONE & SIDEL, 2004).

Segundo Stone et al. (2004), as vantagens da ADQ sobre os outros métodos
de avaliagdo séo a confiangca no julgamento de uma equipe composta de 10-12
julgadores treinados, ao invés de grupos especializados; desenvolvimento de uma
linguagem descritiva objetiva mais proxima a linguagem do consumidor;
desenvolvimento consensual da terminologia descritiva a ser utilizada, o que implica
em maior concordancia de julgamentos entre provadores; os produtos sédo

analisados com repeticOes e os resultados sao analisados estatisticamente.

2.6.2 Testes Afetivos

Os testes afetivos tém como objetivo avaliar a resposta dos individuos com
relacdo a preferéncia e/ou aceitagdo de um produto ou com relagdo as
caracteristicas especificas do produto utilizando consumidores habituais ou
potenciais do produto (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1998).

O teste de aceitacdo € de extrema importancia, por refletir o grau em que 0s
consumidores gostam ou desgostam de determinado produto. O numero de
respostas varia de acordo com o tipo de teste. Em laboratério de Andlise Sensorial,
aonde é possivel controle das condi¢cdes de luminosidade e preparo da amostra, o
numero de respostas por produto deve ser de 25 a 50, no maximo 75. No laboratorio
mais produtos podem ser avaliados de uma unica vez (5 a 6 amostras), entretanto,
essa abordagem pode requerer retorno para duas ou trés sessfes em horarios
diferentes ou em outros dias. Uma alternativa para abordagem desses testes é
usando delineamento com blocos incompleto. Também € possivel realizar testes
afetivos de localizacdo central usando o publico em geral devendo ter no minimo
100 respostas e o teste doméstico que deve ter de 50 a 100 respostas, podendo ser
avaliado um ou dois produtos por vez (STONE & SIDEL, 2004).

De todas as escalas e métodos testados, a escala heddnica de nove pontos
ocupa um nicho em termos de aplicabilidade para medir a preferéncia e a aceitacéo
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de um produto. A escala foi desenvolvida e descrita em detalhes por Jones et al.
(1955) conforme citado por Stone & Sidel (2004) , como parte de um grande esfor¢o
para avaliar a aceitabilidade de refeigcbes militares e ainda hoje € muito utilizada.

A escala heddnica é facilmente entendida por consumidores com o minimo de
instrugdo. Os resultados tém mostrado ser notavelmente estavel e as diferencas sao
reproduzidas com diferentes grupos (STONE & SIDEL, 2004).
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3 OBJETIVO

Avaliar o efeito do iniciador da fermentacdo (grdos ou cultura “starter”
liofilizados), teor de gordura, de inulina e do armazenamente a 4 °C nas
caracteristicas quimicas, fisicas, microbiolégicas e sensoriais de formulacbes das
bebidas de Kefir.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar quimica e microbiologicamente os grédos e a cultura “starter”
comercial de Kefir;

e Produzir bebidas com grédos e com cultura “starter” de Kefir.

e Testar o papel da inulina como agente espessante, substituto de gordura,
prebidtico e fonte de fibra nas bebidas.

e Caracterizar as bebidas de Kefir quanto as propriedades quimicas, fisicas,
microbiolégicas e sensoriais.

e Avaliar aceitacédo das bebidas de Kefir.

e Avaliar a influéncia do tempo de armazenamento a 4° C nas caracteristicas

guimicas, fisicas e microbiolégicas da bebida Kefir.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de pesquisa do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - UEL, localizados no municipio
de Londrina-PR.

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria —Prima

= Leite

Para a preparacdo do Kefir utilizou-se leite UHT (marca Lider) desnatado ou

integral e leite em po6 desnatado (marca Molico- Nestlé).
= Gréos e Culturas “starter” de Kefir

Os graos de Kefir liofilizados foram comprados de Dominic N Anfiteatro da
Austrdlia. A cultura “starter” liofilizada Lyofast MT 036 LV (informacfes técnicas
Anexol), composta por Lactococcus lactis ssp, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc e leveduras Saccharomyces

cerevisiae, foi cedida pelo grupo Clerici-Sacco.
» |nulina

Utilizou-se inulina da marca Raftiline® HP, extraida da raiz de chicoria,
proveniente da empresa Orafti. A inulina foi cedida pela empresa Clariant.

Informacgdes técnicas esta apresentada no Anexo 2.
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4.2 METODOS

4.2.1 Ativacédo dos Gréaos e da Cultura “Starter” de Kefir

Para o preparo das bebidas, os graos de Kefir liofilizados foram ativados em
leite desnatado a 25 °C durante um més, trocando diariamente o leite. A cultura
“starter” liofilizada foi ativada em leite desnatado, conforme recomendacbes do
fabricante, na proporcdo de 1g de cultura em 100mL de leite, e entdo a cultura foi

separada em frascos de 10 mL e mantida congelada a — 18 °C até ser utilizada.

4.2.2 Caracterizacdo Quimica e Microbioldgica dos Gréos e da Cultura
“Starter” de Kefir

Os graos de Kefir separados da bebida apos a etapa de fermentacao foram
lavados com leite desnatado e mantidos refrigerados (4 °C) até o dia seguinte para
analise de composicdo quimica (umidade, proteina, lipidios, cinzas e carboidratos) e
contagens de bactérias éacido lacticas (espécies de bacérias acido lacticas,
lactococos e leuconostoc), bactérias acido acéticas e de leveduras.

Na cultura “starter” foram realizadas as contagens das mesmas espécies de

bactérias acido lacticas, acido acéticas e de leveduras, apés sua ativacao.

4.2.3 Preparacéo das Bebidas de Kefir

Foram preparadas as oito formulagbes de Kefir conforme segue:
Formulacéo 1: leite integral, graos de Kefir, sem inulina;
Formulacao 2: leite integral, graos de Kefir, com inulina;
Formulacao 3: leite integral, cultura “starter” Kefir Saccosrl, sem inulina
Formulacao 4: leite integral, cultura “starter” Kefir Saccostrl, com inulina;
Formulacéo 5: leite desnatado, graos de Kefir, sem inulina;
Formulacéo 6: leite desnatado, graos Kefir, com inulina;
Formulacéo 7: leite desnatado, cultura “starter” Kefir Saccosrl, sem inulina;

Formulacéo 8: leite desnatado, cultura “starter” Kefir Saccosrl, com inulina.
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A preparacao da bebida de Kefir foi realizada conforme o esquema ilustrado
na Figura 6. Foi utlizado leite UHT (marca Lider) integral ou desnatado
acrescentado de leite em p6 desnatado e/ ou inulina. As formulagbes sem inulina
receberam 35 g/L de leite em pd desnatado, e as formulagbes com inulina
receberam 15 g/L de leite em po desnatado e 20 g/L de inulina, a adicéo de leite em
po6 desnatado teve como objetivo aumentar o teor de solidos, além de proporcionar
uma bebida mais consistente.

A mistura foi tratada a 90°C por 2 a 3 minutos, e resfriado a 25 °C, inoculado
com 1% de graos de Kefir ou cultura “starter” ativados e incubado a temperatura de
25 °C por um periodo de 24 horas. Nas formulacdes com gréos a fermentacéo foi
realizada em béquer de polipropileno e apds as 24 horas a bebida foi coado em
peneiras para retirada dos graos. Os gréos retirados da bebida foram lavados com
leite e guardados em refrigeracdo a 4 °C para proxima utilizacdo. Nas formulagctes
com cultura “starter”, a fermentacéo foi realizada em recipiente estéril e descartavel.
As bebidas de Kefir foram refrigeradas a 4 °C por um periodo de um até 28 dias para

as analises quimicas, fisicas, microbioldgicas e avaliacdo sensorial.
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A 4

Formulacdes 1, 3, 5e 7 > Leite UHT

35¢g/L de leite em pb i

desnatado :
Tratamento a 90°C por 2 a 3 mim

Formulacdes 2, 4, 6 e 8 >

15g/L de leite em pod -

desnatado + 20ad/L de inulina Resfriamento até 25°C

v

Adicao de 1% gréos ou cultura “starter”
de Kefir ativos

v
Fermentacao por 24 horas a temperatura
de 25°C
- — v
Analises quimicas e PR . ~
microbiolégica dos Retirada dos graos
graos 7

Envase da bebida Kefir em coletores
estéril e fescartéveis

v

Analises quimicas, fisicas e
microbiol6gicas

v

Analise sensorial

Figura 6 - Etapas de producéo da bebida com graos ou com cultura “starter” de Kefir

4.2.4 Avaliagdes Quimicas e Fisicas das Bebidas de Kefir

4.2.4.1 Composicao quimica

A avaliacdo da composicdo quimica foi realizada conforme a AOAC (1995). O teor
de umidade foi determinado pelo método de secagem em estufa a 105° C; o de
proteina pelo método de micro-Kjeldahl utilizando fator de conversédo 6,38; para
lipidios utilizou-se método de Gerber; as cinzas foram determinadas pelo método de
inceneracdo em mufla a 550°C; o teor de carboidratos totais foi estimado por

diferenca, o teor de lactose foi determinado pelo método de Fehling (BRASIL, 2005).
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A quantificacdo da inulina foi feita utilizando-se o kit enzimatico Fructan Hk
(Megazyme) (MEGAZYME, 2009). Neste método, sacarose e maltossacarideos de
baixo grau de polimerizacdo (se presente na amostra) sédo hidrolisados a frutose e
glicose usando enzima especifica sacarase/maltase. Apos ajuste de pH, as amostras
sdo analisadas quanto glicose + frutose (A), ou sao tratadas com frutanase (que
hidroliza frutana em glicose e frutose) e entédo, analisadas quanto a glicose + frutose
(B). A concentracdo de glicose mais fructose é medida com um sistema de
hexoquinase/fosfoglicose isomerase / glicose 6 — fosfato desidrogenase. O contetdo

de frutana é entdo determinado pela diferenca entre B e A.

4.2.4.2 Determinacgao do pH

O pH das amostras de Kefir foi determinado em potencidmetro digital,
previamente calibrado usando solugbes tampdes comerciais pH 4,00 e 7,00
(ARAYANA, 2003).

4.2.4.3 Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada segundo metodologia da AOAC (1995).
Cinco gramas da amostra foram diluidos em agua suficiente para totalizar 50 mL de
solucao. As solugdes foram tituladas com NaOH 0,1N até o seu ponto de viragem. O

resultado foi expresso em g/100g de produto.

4.2.4.4 Avaliacdo da cor

Para a avaliacao instrumental da cor utilizou-se o colorimetro BYK Gardener
(Germany, série 199968), com as seguintes especificacdes: area de leitura 11mm,
iluminante CIE D65 ( luz natural do dia), iluminacdo em angulo de 45°, angulo de
observacgéo de 0° e observacao padrdo CIE 10°. O colorimetro forneceu diretamente
os parametros L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b* (componente

amarelo-azul).
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4245 Firmeza

A firmeza das formulacdes, antes da homogenizacdo, foi obtida em
texturbmetro TA-XT2i (Stable Micro Systems), utilizando sensor cilindrico de acrilico
(probe) AB/E 35 mm, profundidade de compressdo de 20mm. As formulacdes foram
submetidas ao teste em seus recipientes originais (DELLO STAFFOLO et al., 2004).

4.2.4.6 Sinérese

O soro liberado das formulacdes de Kefir foi medido de acordo com Aryana
(2003) com modificacdes. Foi feita a inversao de 100 gramas de Kefir em peneiras
cobertas com tecido (tunil). A quantidade de soro coletada apos 2 horas de repouso
a temperatura ambiente foi usada como indicador da capacidade de retencdo de
adgua da formulag&do. Os resultados foram expressos como volume de soro (mL)

liberado por 100 gramas do produto.

4.2.4.7 Viscosidade

Para a analise de viscosidade as amostras foram acondicionadas em béquer
de 600 mL e analisadas no viscosimetro (Marca Viscometer Brookfield modelo DV
[I+). Utilizando spindle 5 e velocidade de 20 rpm. (IRIGOYEN et al. 2005).

4.2.5 Avaliagcdo Microbiologica

4.2.5.1 Contagem de bactérias acido laticas

Apos testes preliminares, as bactérias acido laticas foram enumeradas em
trés diferentes meios.

e Para contagens de espécies de Lactococcus spp. foi utilizado agar M17-
lactose da Difco (meio seletivo) com incubacdo a 30 °C por 48 horas
(GARCIA FONTAN et al., 2006).

e Para contagens de espécies de Leuconostoc spp. foi utilizado agar APT

(Merck) com sacarose (100g/L) e 0,005% azida sodica com incubacéo a 22
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°C por 4 dias (MAYEUX e COLMER, 1961).

e Para contagem de espécies de bactérias acido lacticas foi utilizado agar MRS
(Merck) com incubacdo a 30 °C por 48 horas (GARROTE, ABRAHAM e
ANTONI, 2001).

Todos os meios foram preparados conforme instru¢cfes dos fabricantes. Os
meios foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos. A semeadura foi realizada por
profundidade e ap0s a inoculacdo, as placas de Petri foram incubadas em
aerobiose. Os resultados das contagens de bactérias acido laticas foram calculados

em UFC g e transformados em log UFC g™ para realizac&o da estatistica.

4.2.5.2 Contagem de bactérias acido acéticas

As bactérias 4cido acéticas foram enumeradas em meio seletivo preparado
com 5 % de glicose, 1 % de extrato de leveduras e 2 % de agar (IRIGOYEN et al.
2005). Apos esterilizagdo a 121°C por 15 minutos, foram adicionados 100 mg/L de
cicloheximida para inibir crescimento de leveduras e 100 mg/L de cloranfenicol para
inibir crescimento de bactérias acido lacticas. A inoculacdo foi realizada por
profundidade, e as placas de Petri foram incubadas em aerobiose a 25 °C por 4 dias.
Os resultados das contagens de bactérias acido acéticas foram expressas em UFC
g’ e transformados em log UFC g para realizac&o da estatistica.

4.2.5.3 Contagem de leveduras

A contagem de leveduras foi realizada em agar YEC (yeast extract glucose
chloramphenicol agar). O 4gar YEC foi preparado conforme instru¢gfes do fabricante.
Apos esterilizado a 121 °C por 15 minutos, foi acrescentado aproximadamente 1mL
de solucdo de acido tartarico 10 % (p/v), previamente esterilizada por filtracdo em
membrana filtrante Millipore 0,45 um com o objetivo de acidificar o meio até pH 3,5.
A inoculagéo foi realizada em profundidade. Apds inoculagdo em profundidadede as
placas Petri foram incubadas em aerobiose a 25 °C por 5 dias (GARCIA FONTAN et
al., 2006). Os resultados das contagens de leveduras também foram expressos em
UFC g* e transformados em log UFC g* para realizacdo da andlise estatistica.

Todas as contagens foram realizadas em duplicata com trés repeticdes.
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4.2.5.4 Coliformes totais e coliformes a 45 °C

As formulagbes de Kefir foram submetidas a analises microbiologicas
preconizadas pela resolucdo n° 5 de 13 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000)
utilizando as técnicas descritas pelo Ministério da Agricultura através da Instrucéo
Normativa n° 62 de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003) e os resultados foram
expressos em UFC g™. Na presenca de formacéo de gas nos tubos de caldo verde
brilhante era realizada a anélise de coliformes a 45°C.

As analises de coliformes totais e coliformes a 45 °C foram realizadas no 1° e
no 28° dia de armazenamento conforme a RDC 12 da ANVISA (2001).

4.2.6 Avaliagao Sensorial

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos da UEL, parecer n° 0177.0.268.000-08 (Anexo 3). Os testes sensoriais
foram realizados apos as analises de coliformes totais e a 45°C confirmando que o
Kefir € seguro para o consumo.

Para analise sensorial todas as formulagdes foram adicionadas de 8 %
(m/m) de sacarose, homogenizadas e mantidas refrigeradas em jarras até serem

servidas.

4.2.6.1 Condicdes do teste

Os testes sensoriais foram realizados no Laboratorio de Analise Sensorial do
departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), cujas instalacdes incluem cabines
individuais, controle de iluminagao e temperatura ambiente. Para avaliacdo, 30mL
de cada amostra a 4 °C foram servidos em copos de plastico descartaveis,
codificados com numeros aleatorios de trés digitos. Foi solicitado aos provadores
gue enxaguassem a boca com por¢gBes de dgua a temperatura ambiente, antes e
entre uma formulacéo e outra.

As formulagbes foram apresentadas sequencialmente aos provadores na

Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) e no Teste Afetivo, conforme delineamento de
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apresentacao das formulagdes aos provadores.

4.2.6.2 Analise descritiva quantitativa (ADQ)

4.2.6.2.1 Pré-selecao dos candidatos

Para compor a equipe de provadores para a analise descritiva quantitativa,
foram recrutados 27 candidatos entre os alunos, professores e funcionéarios da UEL.
Os candidatos foram pré-selecionados com base no poder discriminativo de gostos e
odores basicos.

No recrutamento foi solicitado o preenchimento de um questionario e do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4) para a obtencdo de
informagdes sobre os candidatos quanto ao interesse, disponibilidade de tempo para
a realizacdo dos testes, saude, afinidade com o produto a ser avaliado e facilidade
de expresséo.

A maioria dos candidatos (65 %) relatou gostar do Kefir enquanto o restante
(35 %) nao gostava e nem desgostava, 85 % dos candidatos gostavam de iogurte e
consumiam regularmente.

Todos os provadores tinham alguma experiéncia prévia com analise sensorial,
sendo que 89,8 % ja haviam participado de teste de aceitacdo; 50 % de teste
discriminativo e 25,9 % de analises descritivas.

A capacidade dos voluntarios em reconhecer os gostos basicos foi medida
por meio do teste onde cada individuo avaliou o gosto de uma série de solucdes
agquosas contendo sacarose (1 %), acido citrico (0,02 %), cloreto de sodio (0,2 %) e
cafeina (0,04 %). Individuos que ndo conseguiram identificar as quatro soluc¢des
referentes a cada gosto basico foram eliminados da equipe sensorial. A ficha

utilizada encontra-se na Figura 7.
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Ficha para prova de reconhecimento de gostos basicos
Nome: Data:

Prove da esquerda para a direita, cada uma das solucdes. As solucbes
podem ter um gosto doce, acido, salgado ou amargo. Entre as solu¢cdes com gosto
basico pode haver uma ou mais amostras que tem apenas agua e ainda ter
repeticdes dos gostos basicos. Indique o gosto da solucdo de cada um dos copinhos
codificados. Enxaguar a boca com agua antes de provar e também entre uma
amostra e outra.

Caodigo Gosto

Figura 7 — Ficha para teste de reconhecimento de gostos basicos

A capacidade de reconhecimento de odores foi avaliada em teste sensorial
onde foi solicitado a cada voluntario que descrevesse a qualidade do odor de uma
série de 15 substancias arométicas diferentes encontradas no cotidiano. As
amostras foram colocadas sobre algodao, contido no fundo de frascos de
erlenmeyer, recoberto com papel aluminio, codificados e tampados com papel
aluminio perfurado. A porcentagem de acerto para cada aroma especifico foi
calculada por meio de contagem de pontos (3 pontos: termo correto; 2 pontos: termo
descritivo ou associativo; 1 ponto: termo errado; 0: sem resposta). Individuos que
nao atingiram o minimo de 60 % de acerto foram excluidos da equipe sensorial a ser
formada (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1998). A ficha utilizada se encontra na
Figura 8.
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Ficha para prova de reconhecimento de odores basicos
Nome: Data:

Os frascos cobertos contém substancias odoriferas que se encontram
normalmente em casa ou no local de trabalho. Aproxime o frasco de seu nariz, tire a
tampa, aspire 3 vezes. Se néo |lhe vier a memadria o0 nome exato da substancia, tente
descobrir alguma coisa com o qual vocé associe a esse odor.

Caodigo Odor

Figura 8 — Ficha para teste de reconhecimento de odores bésicos

ApOs a realizacédo dos testes de reconhecimento de gostos e odores basicos
foram selecionados 25 provadores.
4.2.6.2.2 Desenvolvimento de terminologia descritiva

O desenvolvimento da terminologia descritiva pelos provadores selecionados
foi realizado utilizando-se o Método de Rede descrito por Kelly (1995) e Moskowitz
(1983). As oito formulages do Kefir foram apresentadas aos pares (formulagéo 1x 6,
2x8,3x7,5x4), em diferentes sessdes aos provadores em cabines individuais de
avaliacao sensorial.

Os individuos foram solicitados a descrever as semelhancas e as diferencas
entre as amostras de cada par em relagdo a aparéncia, aroma, sabor e textura.
Apenas um par de amostras foi analisado por sesséo. A ficha utilizada se encontra

na Figura 9.
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Ficha para levantamento de terminologia descritiva
(Método de Rede)

Nome: Data:

Por favor, prove as duas amostras quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e
indique em que elas sdo semelhantes e em que sao diferentes.

Amostras e

Aparéncia:

Aroma:

Sabor:

Textura:

Figura 9 - Ficha para o levantamento de terminologia descritiva

Apds o término das sessOes individuais, discussfées em grupo foram
conduzidas sob a supervisdo de um lider, com o objetivo de identificar os termos ou
atributos (descritores) mais citados, e agrupar os semelhantes. Os termos
levantados em consenso, para aparéncia foram: cor, brilho e textura granulosa; para
aroma: aroma acido, aroma doce; para sabor: gosto acido e gosto doce; e para
textura: consisténcia firme, cremosidade, homogenidade e viscosidade.

As definicdes para cada termo descritor e as amostras de referéncias para os
pontos extremos da escala, para cada atributo, foram consensualmente

estabelecidas pelos provadores (Tabela 1) em sessfes de treinamento.
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Tabela 1 — Defini¢cdes e referéncias para os termos descritores gerados pela equipe

sensorial descritiva

Termo Descritor
(atributos)

Definicéo

Referéncia

APARENCIA

Cor

Brilho

Textura granulosa

AROMA

Acido

Doce

Intensidade da coloracdo branca
com tendéncia ao amarelo

Reflexo da luz, contrario de
opaco

Presenca de grumos ou particulas
gue sdo percebidos visualmente
com o auxilio da colher

Aroma Aacido caracteristico da
presenca de acidos

Aroma caracteristico da presenca
de acucares

FRACA: logurte natural Nestlé
desnatado

INTENSA: Leite fermentado
Activia (diluido com 100mL de
leite)

POUCO: petit suisse batavito
sabor morango

MUITO: petit suisse
danoninho Nestlé sabor
morango

POUCO: iogurte  natural
integral Nestlé

MUITO: coalhada
consisténcia firme Vigor

FRACO: 1 pote de 200g de
iogurte natural Nestlé integral
com pH inicial de 4,0,
adicionado de 200mL de leite
UHT, pH final 5,0

INTENSO: 1 pote de 200g de
iogurte natural Nestlé integral
mantido a 42C por 4 horas,
pH final 4,0

FRACO: logurte  natural
Nestlé integral com 2,5% de
sacarose

INTENSO: logurte natural
Nestlé integral com 10% de
sacarose
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SABOR
Gosto acido

Gosto doce

TEXTURA

Consisténcia

Viscosidade

Cremosidade

Homogeneidade

Refere-se a sensacdo &cida
percebida no instante que a
amostra entra em contato na
boca.

Sensacdo doce associada a
presenca de agucares

Resisténcia da amostra ao corte
com a colher

Forca requerida para puxar a

bebida da colher para a lingua.

Sensacdo de recobrimento na
boca

Auséncia de grumos ou particulas
gue sao percebidos na boca

FRACO: 1 pote de 200g de
iogurte natural Nestlé integral
com pH inicial de 4,0,
adicionado de 200mL de leite
UHT, pH final 5,0

INTENSO: 1 pote de 200g de
iogurte natural Nestlé integral
mantido a 42C por 4 horas,
pH final 4,0

FRACO: logurte natural
Nestlé integral adicionado de
2,5% de sacarose

INTENSO: logurte natural
Nestlé integral adicionado de
10% de sacarose

BAIXA: iogurte natural Activia

ALTA: logurte natural
consisténcia firme Vigor

BAIXA: Bebida lactea Lider

ALTA: petit suisse Chambinho
com polpa morango

POUCO: 100g de bebida
Lactea Lider

MUITO: 100g de bebida
lactea+ 50 g de creme de leite

POUCA: 100g bebida lactea
Danone + 3g farinha de rosca

MUITA: 100g de bebida lactea
Danone

Sessdes suplementares de treinamento da equipe, utilizando as amostras de

referéncias sugeridas e de discussfes em grupo, foram realizadas a fim de alcancar

um consenso na quantificacdo dos atributos e para definir a ficha de avaliagdo das

amostras. A ficha descritiva consensualmente desenvolvida encontra-se na Figura

10, cujas escalas foram n&o estruturadas de 9 cm, com termos de intensidade

ancorados a 0,5cm de seus extremos, sendo 0 minimo a esquerda e 0 mMaximo a



direita (Figura 10).
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ApOs sete sessdes de treinamento realizou-se a selecéo final do provador.

Ficha de Avaliagéo - ADQ

Nome: Data: Amostra:
APARENCIA
Cor - |---
fraca intensa
Brilho -] |---
pouco muito
Textura === |---
granulosa pouco muito
AROMA
Acido - -
fraco intenso
Doce == |-~
fraco intenso
SABOR
Gosto acido | |---
fraco intenso
Gosto doce -] |-
fraco intenso
TEXTURA
Consisténcia === |---
baixa alta
Viscosidade - |-
baixa alta
Cremosidade -] |---
pouco muito
Homogeneidade  ----| |---
pouco muito

Figura 10 - Ficha utilizada para avaliagdo dos atributos levantados na Analise

Quantitativa.

Descritiva




61

4.2.6.2.3 Selecao final de provadores para compor a equipe

Os provadores avaliaram quatro formulacdes de Kefir (1, 8, 4 e 5) em trés
repeticbes (sessoOes), para a selecao final dos componentes da equipe final da
analise, utilizando a ficha elaborada e delineamento experimental de blocos
completos casualizados.

Foi executada analise de variancia para os resultados de cada provador, para
cada atributo, tendo como fontes de variagédo: formulacbes e repeticbes. Foram
computados para cada provador os niveis de significancia (p) dos valores de
Frormulacses € Frepeticao. OS provadores que apresentaram poder discriminativo (p de
Frormulacses< 0,5); reprodutibilidade nos julgamentos (p de Fiepeticses> 0,05) e
concordavam com os demais membros do grupo foram selecionados para compor a
equipe definitiva treinada, segundo a metodologia proposta por Damasio & Costell
(1991). A concordancia dos provadores com a equipe foi verificada por meio da
comparacdo de meédias individuais com a média da equipe sensorial para cada
atributo.

Dos 25 provadores foram selecionados 18 para compor a equipe final, sendo
12 mulheres e 6 homens; sendo 1 funcionario, 6 alunos da graduacdo e 11 alunos
da pés-graduacdo. A maioria dos provadores era jovem sendo que 55,5 % estava na
faixa de 15 a 25 anos, 33,3 % tinha entre 25 a 35 anos e 11,1 % tinha entre 35 e 50
anos. 76 % dos provadores conheciam e ja haviam provado a bebida Kefir e 95 %
dos provadores gostavam de iogurtes e consumiam com frequéncia.

Todos os provadores tinham alguma experiéncia prévia com analise sensorial,
sendo que 88,8 % ja haviam participado de teste de aceitagcdo; 44,4 % de testes

discriminativos e 22,2 % de analises descritivas.

4.2.6.2.4 Avaliacao das amostras

Os atributos sensoriais das oito formulacbes foram avaliados pelos
provadores selecionados e treinados em sessbes de avaliacdo conforme
delineamento experimental, descrito no item 4.3, cuja apresentacdo de amostras foi

sequencial (monadica).
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4.2.6.3 Teste afetivo

A aceitabilidade das amostras foi avaliada por 50 consumidores potenciais do
produto. A ficha de recrutamento assim como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido se encontra no Anexo 5. O teste foi realizado em duas sessdes com
avaliacdo de 4 formulagbes por sessao conforme delineamento item 4.3. Cada
provador recebeu sequencialmente um copo tipo de café de cada formulacao,
codificado com trés digitos aleatérios. Para avaliar a aceitabilidade das formulacdes,
0s provadores utilizaram escala hedbnica estruturada de 9 pontos (9= gostei
muitissimo; 5= nem gostei nem desgostei; 1= desgostei muitissimo) (STONE &
SIDEL, 2004). A ficha utilizada se encontra na Figura 11.

Teste de aceitacao
Nome: Data:

Avalie a amostra de Kefir, usando a escala abaixo para descrever o quanto
gostou ou desgostou do produto.

Amostra:

1-Desgostei muitissimo
2-Desgostei muito
3-Desgostei moderamente
4-Desgostei ligeiramente
5-Nem gostei nem desgostei
6-Gostei ligeiramente
7-Gostei moderadamente
8-Gostei muito

9-Gostei muitissimo

Comentérios:

Figura 11 — Ficha para Teste Afetivo
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O trabalho constou de quatro partes:
1%) Caracterizacédo quimica e microbiolégica dos grdos e da cultura “starter”
de Kefir

O delineamento deste experimento foi Inteiramente Casualizado com trés
repeticbes. Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia e teste de

comparacao de médias de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

2% Caracterizagdo quimica, fisica e microbiolégica das bebidas né&o

adocadas de Kefir

O experimento foi conduzido de acordo com Delineamento Inteiramente
Casualizado com trés repeticdes. O niumero de determinacbes em cada analise foi:

- pH, acidez, firmeza, viscosidade: trés

- cor e sinérese: duas

As analises neste experimento foram realizadas dentro de trés dias apos o
término da fermentacdo das bebidas. As bebidas foram mantidas a 4° C até a
realizagéo das analises.

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia e teste de comparacao

de média Tukey, com nivel de significancia de 5 %.

3%) Caracterizacao fisica e sensorial das bebidas adogadas de Kefir

Os testes fisicos foram realizados nas bebidas com um dia de
armazenamento a 4° C. O delineamento foi Inteiramente Casualizado, com trés
repeticbes e trés determinacdes de cada andlise. O esquema de tratamento foi
Parcela Subdividida, sendo o tratamento principal as formulacdes e o secundario a
presenca de sacarose. Os dados foram tratados por Andlise de Variancia e teste de
comparacao de meédias de Tukey, com nivel de significancia de 5 %.

Para Andlise Descritiva Quantitativa, a apresentacdo das formulagcbes para
os provadores seguiu o Delineamento de Blocos Incompletos Balanceados: t = 8

(numero de tratamento ou formulagdes); k = 3 (nimero de tratamento por bloco); r =
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3 (numero de repeticdes); b = 8 (numero de blocos ou sessbes); A = 1 (nimero de
vezes que dois tratamentos aparecem juntos num mesmo bloco). Os dados foram
submetidos a Analise de Variancia de dois fatores (formulacbes e provadores) e
interacéo formulacdo X provador, teste Fjustado, € teste de comparacéo de médias de
Tukey com nivel de significancia de 5 %. Os dados de cada repeticdo da Analise
Descritiva também foram avaliados pela Analise de Componentes Principais (ACP).

Para as andlises de correlagdo entre os atributos sensoriais, e as
correlacdes entre as medidas fisicas, quimicas e sensoriais utilizou-se a técnica de
correlacdo de Pearson e teste “t” para avaliar a significancia a 5 %.

O experimento de avaliacdo da aceitacéo das bebidas foi Blocos Completos
Casualizados (dividido em duas sessbes, com 4 formulagbes cada), sendo
tratamento a formulacdo e blocos os provadores. Os dados foram tratados por
Andlise de Variancia e teste de comparacdo de média de Tukey com nivel de
significancia de 5 %.

4%) Comportamento quimico, fisico e microbioldgico das bebidas néo

adocadas durante o armazenamento a 4° C

O delineamento foi Inteiramente Casualizado repetido trés vezes com trés
determinacdes em cada andlise. O esquema de tratamento foi Parcela Subdividida
sendo o tratamento principal as formulacbes e secundario o tempo de
armazenamento. Os dados foram tratados por Analise de Variancia e teste de
médias de Tukey com nivel de significancia de 5 %.

Os programas estatisticos utilizados na dissertacdo foram: Excel 6.0, SAS
9.0 (SAS, 1998), e Statistica 6.0. (STASTISTICA, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA E MICROBIOLOGICA DOS GRAOS E DA CULTURA

“STARTER"” DE KEFIR

A composicao quimica dos gréos de Kefir utilizados neste trabalho esta na
Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢édo quimica dos gréaos de Kefir (base umida)*

Umidade Proteina Lipidios Cinzas Carboidratos

Graos
de Kefir 84,63+0,504 4,68+0,137 1,03 +0,058 1,27+0,015 8,37+0,495

*Resultados expressos em g/100g de produto. Média de trés determinacdes + desvio padréo.

A composicdo quimica e microbiologica dos gréos de Kefir varia conforme a
origem, tipo e origem do leite utilizado, forma de inoculagdo, processo de
fermentacdo e manutencdo dos graos, assim na literatura encontram-se diferentes
dados de composicdo quimica e microbiolégica.

Os resultados encontrados neste trabalho estédo coerentes com os relatados
na literatura. Segundo Farnworth e Mainville (2008), os gréos possuem de 89 a 90 %
de umidade, 0,2 % de lipidios, 3,0 % de proteina, 6,0 % de acgucares e 7 % de
cinzas. Para Luit Kevicius e Sarkinas (2004) os valores séao de 86,3 % de umidade,
4,5 % de proteina, 1,2 % de cinzas e 0,03 % de lipidios. Abraham e Antoni (1999)
encontraram composi¢cao quimica média de 81,2 % de umidade, 6,4 % de proteina,
11,9 % de polissacarideos para graos provenientes de trés regides distintas da
Argentina.

Na Tabela 3 estdo as contagens realizadas em meios seletivos para
bactérias acido lacticas, bactérias acido acéticas e leveduras nos graos e na cultura

“starter” de Kefir.
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Tabela 3 - Contagem de bactérias acido lacticas, acido acéticas e leveduras nos

graos e na cultura “starter” de Kefir*

Composicao MRS M17 APT BAC YEC

microbiol6gica

Graos de Kefir  12,23+0,017% 12,16+0,026% 12,16+0,026% 10,69+0,029% 9,26+0,020%
Cultura “Starter” 9,56+0,041° 9,80+0,012° 9,80+0,012° - 8,11+0,567"

*Resultados expressos em log UFC g . Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras

minusculas iguais ndo diferem a p <0,05.
Agar MRS = seletivo para bactérias acido lacticas, agar M17 = seletivo para Lactococos, agar APT adicionado de
sacarose e azida sédica = seletivo para leuconostoc, agar BAC = seletivo para bactérias acido acéticas e agar

YEC = seletivo para leveduras.

Os graos de Kefir mostraram contagens de bactérias e leveduras maiores
gue a cultura “starter”, provavelmente a condicdo do meio de cultivo dos graos
possibilitou o desenvolvimento dos microrganismos, enquanto que a cultura “starter”
era composta por microrganismos selecionados.

De acordo com Abraham e Antoni (1999) aproximadamente 0,9 % do peso,
em base Umida, dos grdos de Kefir sdo representados por sua microbiota, cujas
contagens de bactérias acido lacticas variam de 6,4 x 10* a 8,5 x 10% log UFC g™ e
de leveduras 1,5 x 10° a 3,7 x 10% log UFC g*. Segundo Sarkar (2008), a microbiota
dos gréos de Kefir é constituida de 10® a 10° UFC mL™ de bactérias 4cido lacticas,
10° a 10° UFC mL™ de bactérias &cido acéticas e 10° a 10° UFC mL™ de leveduras.
Guzel-Seydim et al. (2005) observaram em graos de Kefir contagem de lactobacilos
e de lactococos de 9,05 e 8,87 log UFC mL™ respectivamente, e leveduras de 6,55
log UFC mL™. As contagens encontradas no presente trabalho foram superiores as
relatadas na literatura, provavelmente, porque os gréos liofilizados foram ativados e
mantidos nas mesmas condi¢des utilizadas para elaboracéo das bebidas.

Garrote et al. (2001) isolaram e identificaram, em grédos de Kefir
provenientes de quatro regides da Argentina, as espécies predominantes de
bactérias acido lacticas (Lb. plantarum, Lb. kefir, Lc. lactis subsp. lactis, Ln.
mesenteroides, Lb. Parakefir, Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis); leveduras
(Saccharomyces, K. marxianus); e a bactéria acido acética Acetobacter.

As bactérias e as leveduras encontradas na bebida Kefir ndo s&o
necessariamente as mesmas dos graos, devido as condicbes de pH, tempo de

fermentacdo, localizacdo dos microrganismos nos gréaos, além de outros fatores que
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interferem no processo de fermentagdo. Geralmente o numero de leveduras na
bebida € menor que o contetdo encontrado nos gréos, e o numero de lactococos é
maior no produto final, e essas diferengcas de contagens contribuem para as
caracteristicas sensoriais, fisicas e quimicas da bebida Kefir (SARKAR, 2008).

Apesar dos gréaos de Kefir terem apresentado maior nimero de microrganismos
gue a cultura “starter”, ndo significa que a bebida fermentada com graos de Kefir
também tera maior contagem, porgue as bactérias e leveduras presentes nos graos
necessitam de adaptacdo ao meio (leite) e depende do processo e tempo de
fermentacdo (SARKAR, 2008).

5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA, FISICA E MICROBIOLOGICA DAS BEBIDAS DE KEFIR

5.2.1 Caracterizagdo Quimica

Para a elaboracao das bebidas foi utilizado leite integral ou desnatado e para
gue todas formulacdes apresentassem teor de solidos semelhantes, acrescentou-se
leite em p6 desnatado em cada uma delas. Na Tabela 4 estdo os teores de umidade,

proteina, lipidios, cinzas e carboidratos das formulacdes de Kefir.



68

Tabela 4 — Composicéo quimica das bebidas Kefir (base umida)*

Formula- Umidade Proteina Lipidios Cinzas Carboidratos
cOes**

1 82,56 + 0,249 5,30 +0,085% 3,33+0,105* 1,06+ 0,028*° 7,74 + 0,282
2 82,78 £0,271° 4,40 +0,063"° 3,25+0,112% 0,93+0,041° 8,62+ 0,306°
3 83,85+ 0,244° 531+0,061* 3,33+0,105* 1,10+ 0,02% 6,39 + 0,149°

4 83,17+ 0,403 4,47 +0,07° 3,33+0,105* 0,85+ 0,036° 8,16 + 0,441%"
5 86,69 +0,168% 5,30+ 0,083* 0,48+ 0,017° 1,12 +0,0412 6,4 +0,146°

6 86,75+ 0,355% 4,54 +0,083" 0,48+0,017° 0,94+0,013" 7,27+0,28%°
7 86,15+ 0,371® 5,40+0,098* 0,48+0,017° 1,11+ 0,0342 6,83 + 0,388 "™
8 86,93+ 0,265% 4,51+0,076° 0,48+0,017° 1,08+ 0,054%° 6,98 +0,325"

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de
letras minusculas iguais ndo diferem a p <0,05.

**Eormulagbes 1(Kefir integral fermentado com gréos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado
com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de
inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir
desnatado adicionado de inulina, fermentado com grdos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura

“starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter “de Kefir).

Os teores de umidade encontraram-se na faixa de 82,56 a 86,93 g/100g,
havendo diferenca (p<0,05) entre as formulac¢des integrais e desnatadas, sendo que
as integrais tiveram menor teor (valor médio de 83,1 g/100g) que as desnatadas
(valor médio 86,6 ¢g/100g). Os valores encontrados para a bebida integral
assemenham-se aos citados por Otles & Cagini (2003) e Tomelin, Peil e Peplau
(2006) de 87,5 % e 86,22 % respectivamente, porém Sarkar (2007) relatou valores
superiores (89 a 90 %). Nao foram encontrados, na literatura, valores de umidade
para bebida desnatada.

Os teores de proteina variaram de 5,40 a 4,40 g/100g, sendo mais elevados
gue muitos relatos da literatura (3,30 %), j& Tomelin, Peil e Peplau (2006)
encontraram valores de 8 % de proteinas para o Kefir. Houve diferenca (p<0,05)
entre as formulagbes com inulina e sem inulina. Provavelmente o maior teor de
proteinas nas formulagcées sem inulina seja devido a maior quantidade de leite em
po desnatado utilizada nessas formulagbes, além do efeito da diluicdo nas
formulagcées com inulina. Guven et al. (2005), também observaram maiores teores
de proteinas com o0 aumento da quantidade de leite em pd desnatado utilizada nas

formulacdes de iogurtes.
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Houve diferenca, quanto ao teor de lipidios, entre as formulacfes integrais
(valor médio de 3,3 g/100g) e as desnatadas (valor médio de 0,48 g/100g). Esses
valores estdo de acordo com Farnworth e Mainville (2008) para Kefir integral (3,2 %)
e desnatado (0,5 %).

As formulagbes com menor porcentagem de leite em pd desnatado, isto €
com inulina (exceto a 8), apresentaram menor teor de cinzas, havendo diferenca
entre elas (p<0,05). Efeito semelhante foi observado por Guven et al. (2005), que
encontraram teores de cinzas entre 0,88 a 1,13 % em iogurtes, sendo a diferenca
relacionada a quantidade de leite em po desnatado utilizada nas formulagdes.
Tomelin (2006) relata valores inferiores (0,61 %) para o Kefir sem adicéo de leite em
po6 desnatado.

Houve variacdo no conteudo de carboidrato (p<0,05). Para as formulagdes
integrais a faixa foi de 8,62 a 6,39 g/100g e para as desnatadas de 7,27 a 6,40
0/100g. Estes valores também estéo relacionados com a presenca ou nao de inulina,
sendo que as formulagdes com inulina apresentam maior teor (8,62 a 7,00 g/100g).
Tomelin, Peil e Peplau (2006) relatam valores inferiores (0,47 %) para Kefir integral,
gue foram fermentados durante 20, 22 ou 24 horas, com inoculacéo de 1:3 (graos de
Kefir para leite).

Na Tabela 5 estdo os resultados referentes ao teor de inulina (com um dia
de armazenamento a 4 °C) nas formulac¢des nas quais foram adicionadas (2, 4, 6 e
8). Essas formulacdes receberam 2 % de inulina na fase de preparo do Kefir. Apos o
processo de fermentagéo o teor de inulina se manteve indicando que a inulina nao
foi hidrolisada durante o processo de fermentacéo, e ndo houve diferenca entre as
amostras formuladas com graos de Kefir e cultura “starter”, mostrando que os

microrganismos presentes nas culturas se comportaram de maneira semelhante.



70

Tabela 5 — Contetildo médio de inulina das bebidas Kefir *

Formulagbes** Inulina
2 2,00 + 0,003%
4 2,00 + 0,001%
6 2,00 + 0,045%
8 2,00 + 0,005%

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de

letras mindsculas iguais ndo diferem a pS0,0S.
**Eormulagtes 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado com graos de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado
de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com

graos de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

A alegacao de propriedade funcional da inulina, para contribuir ao equilibrio
da flora intestinal, pode ser utilizada desde que a porgéo diaria do produto pronto
para o consumo forneca no minimo 1,5 gramas se o alimento for liquido e o
consumo esteja associado a uma dieta equilibrada e habitos de vida saudaveis.
Teores de 2 % de inulina estavam presentes nas formulagdes (2, 4, 6 e 8) indicando
gue a bebida pode ser considerada potencialmente prebibtica, considerando uma
porcao diaria do produto para o consumo de 100 gramas (BRASIL, 2007).

Os valores médios do pH, acidez e lactose das formulacbes de Kefir estéo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Contetudo médio do pH, acidez e lactose das bebidas Kefir*

Formulagfes** pH no pH Acidez? Lactose?
final da 1 dia de armazenamento a 4 °C
fermentacéo
1 4,83 +0,017** 4,60 + 0,035 0,94 +0,044  3,05+0,102%°
2 4,78 + 0,014 4,53 + 0,025 0,88 0,028 3,02 + 0,021*°
3 4,59 + 0,026™ 4,47 +0,042*® 0,95+ 0,046 3,38 +0,091°
4 4,57 +0,016™ 4,41 +0,024°® 0,86 +0,051*> 3,15+ 0,021°
5 4,83 £ 0,012 4,53 +0,041*®  0,99+0,049° 2,93 +0,057°
6 4,76 + 0,015 4,52 +0,021*®  0,92+0,038° 2,86 +0,073°
7 4,57 + 0,037 4,45+ 0,041*®  1,02+0,056° 3,02+ 0,083
8 4,52 +0,026™ 4,36 + 0,033 0,92 + 0,055° 2,81 +0,101°

* Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras minGsculas iguais nédo diferem a p <0,05.
Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras maitsculas iguais ndo diferem a p <0,05.
'Resultados expressos em % de &cido lactico, ’Resultados expressos em g/100g de produto.

** Formulagdes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter “de Kefir), 4 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com grédos de
Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado
com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de
Kefir).

Considerou-se como ponto final da fermentacdo a 25°C o tempo de 24
horas. Neste ponto, o pH das formulacdes encontrava-se entre 4,83 a 4,52, sendo
que as formulagbes com cultura “starter” (3, 4, 7 e 8) apresentaram menores
valores, e ndo houve influéncia da inulina (p>0,05). Ap6s 24 horas do preparo (1 dia
em refrigeracdo a 4 °C) houve diminuigdo dos valores para 4,60 a 4,36. Como o
processo de resfriamento é lento, a fermentacdo da lactose continuou até as
formulacfes atingirem completamente a temperatura de refrigeracdo. Garcia Fontan
et al. (2006) relataram que a hidrélise da lactose é acentuada nas primeiras 24 horas
de fermentacédo, e que no periodo de armazenagem a hidrélise continua, porém em
menor intensidade.

Para Farnworth e Mainville (2008), o pH final da fermentacdo do Kefir
depende da quantidade de inéculo usado, sendo que para inoculacdo de 1:10
(graos: leite) foram observados valores entre 3,6 a 3,8, enquanto que, pH de 4,4 a
4,6 foram encontrados com inoculacao de 1:30 e 1:50 (graos: leite) respectivamente.
Garrote et al. (1998) também observaram que o pH durante a fermentacdo era

menor quando a porcentagem de graos de Kefir inoculada era maior.
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Sarkar (2008) relata varias combinacdes de tempo e temperatura (20 °C /
20h; 20-23 °C / 20 h; 20 °C / 48 h; 20-23 °C / 12-14 h; 22-23 °C / 20 h) utilizadas por
varios autores em processos de fermentacédo de Kefir; e que a escolha do tempo e
da temperatura a ser usada depende das condicdes de processo e das
caracteristicas do produto desejadas. No presente trabalho, optou-se por utilizar
processo de fermentacdo com inoculacdo de 1 % de gréos de Kefir ou de cultura
“starter” com fermentacdo de 24 horas a 25 °C para produzir bebidas com
caracteristicas de sabor e odor mais suaves.

Os graos utilizados neste projeto foram ativados em leite desnatado durante
um més. Os graos foram colocados em leite para se adaptarem ao meio, o leite era
trocado diariamente, até que os graos estivessem fermentando de forma uniforme e
produzindo a bebida Kefir. Apés ativacdo, os graos foram mantidos refrigerados
entre os processos de fermentacdo. A cultura “starter” foi ativada em leite desnatado
e mantida congelada. Witthuhn, Schomenan e Britz (2005), avaliando diferentes
formas de manutencdo e estocagem dos grdos de Kefir, concluiram que os graos
mantidos refrigerados produzem bebidas com pH de 4,57 a 4,32 em fermentacao de
10 horas, e que essa variacdo de pH deve-se a mudanca de composicao
microbiolégica sofrida pelos graos para se manterem ativos. Enquanto que, bebidas
provenientes de gréos de Kefir liofilizados ou congelados o pH foi de 4,92 a 4,40.
Para os autores, neste caso, 0s graos necessitam de adaptacdo para iniciar o
processo de fermentacdo e produzem bebidas menos &cidas. No presente estudo,
0s graos e a cultura foram adaptados em leite antes da inoculagéo e resultaram em
bebidas com pH entre 4,8 a 4,5.

Com um dia de armazenamento, as formula¢cées com graos de Kefir (1, 2, 5
e 6) também apresentaram valores maiores de pH do que as obtidas com cultura
“starter” (3, 4, 7 e 8). As formulagdes com inulina diferiram das sem inulina e nédo
houve diferencas entre as formulacdes integrais e desnatadas.

Ertekin e Guzel-Seydim (2010) obtiveram valores de pH entre 4,29 a 4,32
nas amostras de Kefir integrais e desnatadas fermentadas com 2 % de gréos de
Kefir.

Apesar das diferencas de pH encontradas entre as formulacfes, nao foram
observadas variacfes na acidez titulavél (valor médio de 0,93% em acido lactico).
Yazici e Akgun (2004) observaram que os iogurtes desnatados possuiam maior

acidez que os iogurtes integrais. Segundo os autores esses resultados podem estar
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relacionados aos menores valores de teor de solidos totais das formulagbes
desnatadas.

Dello Staffolo et al. (2004) e Guven et al. (2005) afirmam que a presenca de
inulina nos iogurtes ndo influencia o valor de acidez. Robinson (1995) avaliando o
potencial da inulina como um ingrediente funcional relata que iogurtes com
diferentes porcentagens de inulina possuiam contetdo de &cido lactico semelhante
aos iogurtes sem inulina. Ja, Akalin, Fenderya e Akbulut (2004) observaram menor
contetdo de &cido lactico em iogurtes adicionados de inulina, e atribuiram o fato ao
menor conteudo de lactose nesses iogurtes e ndo a presenca do carboidrato.

Segundo Modler et al. (1983), iogurtes com maiores porcentagens de
proteina, principalmente proveniente da adicdo de leite em pd desnatado, séo
menos acidos devido a capacidade tamponante das proteinas. No presente trabalho
as formulacdes sem inulina (1, 3, 5 e 7) apresentaram maiores teores de proteina
(tabela 4) e também maiores valores de pH.

Os teores médios de lactose variaram de 2,85 a 3,38 g/100g, as formulacdes
3 e 4 (integrais) apresentaram maiores valores e as formulacdes 5, 6, 7 e 8
(desnatadas) menores valores. As formulagcdes nao foram influenciadas pelos
iniciadores da fermentacédo (grdos ou cultura) e pela presenca ou nédo de inulina.
Durante a fermentacdo, a lactose presente no leite € hidrolisada pelos
microrganismos presentes nos graos de Kefir ou na cultura “starter” com producéo
de &cido latico.

Irigoyen et al. (2005) encontraram valores de lactose de 3,5 a 3,4 % em
amostras de Kefir com inoculacdo de 1 e 5 % de gréos de Kefir respectivamente,
fermentadas por 24 horas. Garcia Fontan et al. (2006) observaram valores de 4 %
em amostras de Kefir produzidas com cultura “starter”, também fermentadas por 24
horas.

Farnworth e Mainville (2008) afirmam que a porcentagem de graos ou
cultura “starter” inoculados influéncia o conteudo de lactose presente na bebida.
Quanto menor a porcentagem de graos inoculada maior o teor de lactose no
produto. Tomelin, Peil e Pepleu (2006) relatam valores de lactose entre 1,4 a 2,6 %.
O autor observou que quanto maior o tempo da fermentacdo, mais lactose era
hidrolisada. Chammas, Saliba e Béal (2006) observaram que quanto maior a
porcentagem de acido lactico menor era o teor de lactose nas amostras de iogurte

laban coletados do territorio Lebanese.
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5.2.2 Caracterizagéo Fisica

Os valores médios dos parametros de cor (L*, a* e b*) das bebidas Kefir se

encontram na Tabela 7.

Tabela 7 - Parametros L*, a* e b* de cor das bebidas de Kefir*

Parametro**
Formulagbes*** L* a* b *
1 50,83 + 0,23? -1,29 + 0,05 5,97 + 0,202
2 50,12 + 0,11° -1,19 + 0,02% 5,82 + 0,112
3 50,97 + 0,04° -1,31 +0,01¢ 5,92 + 0,042
4 50,21 + 0,03° -1,19 £ 0,01% 5,78 + 0,022
5 49,06 + 0,05¢ -1,55 + 0,06 3,82 +0,13°
6 48,16 + 0,02° -1,67 +0,03° 4,06 + 0,09°
7 49,56 + 0,02° -1,59 + 0,02% 4,13 + 0,04°
8 48,61 + 0,08¢ -1,10 + 0,022 3,04 + 0,08°

*Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras minudsculas iguais n&o diferem a p<0,05.
**|_* variando de 0 (preto) a 100 (branco); a* variando do vermelho (+a*) ao verde (-a*) e b* variando do amarelo
(+b*) ao azul (-b*).

** FormulagBes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com gréos de
Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com gréos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado
com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de
Kefir).

Embora todas as formulacdes fossem brancas a avaliagdo de cor foi
realizada para observar se os graos de Kefir ou cultura “starter”, o teor de gordura
e/ou a adigéo de inulina teriam influéncia sobre este parametro.

Segundo Arayana (2003), um fator que influencia a cor do produto é a cor
dos ingredientes utilizados em sua fabricagéo. O leite utilizado para preparo do Kefir
foi UHT integral ou desnatado, leite em po desnatado e inulina. Desta forma alguns
desses componentes podem interferir na cor dos produtos, além do efeito das
culturas utilizadas para a fermentagéo.

Todas as formulacbes apresentaram valores de a* negativos, porém
menores que 2 indicando que a cor vermelha ndo esta presente no produto, e que o

verde tem pouca participacdo. Os valores de b* foram positivos e entre 5,97 e 3,04
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indicando cor amarelada nos produtos.

As formulacdes apresentaram diferencas (p<0,05) para os trés parametros
(L*, a*, b*). As formulagGes integrais (1, 2, 3 e 4) apresentaram maior luminosidade
(L*) (50,83 a 50,21), menores valores de a* (-1,31 a -1,19) e maiores valores b* (5,97
a 5,78) sendo mais claras e amareladas em relacdo as formulacdes desnatadas (5,
6, 7 e 8), com menor luminosidade (49,61 a 48,16), maiores valores de a* (-1,67 a
-1,10) e menores valores de b* (4,13 a 3,04), que aparentemente eram mais
brancas, mostrando que o teor de gordura do leite foi um fator de influéncia para as
caracteristicas de cor da bebida Kefir.

Yazici e Akgun (2004), avaliando os efeitos de alguns substitutos de gordura
protéicos, relatam que iogurtes desnatados eram mais brancos que os iogurtes
integrais. Essas amostras também apresentaram valores negativos para a*, como no
presente estudo. As amostras com maior teor de gordura tiveram maior tendéncia ao
verde na escala do CIE, e a média de valores do b* foi menor para formulacbes
desnatadas, indicando que o aumento do contetudo de gordura resulta em aumento
da tendéncia ao amarelo.

A inulina também influenciou a cor do Kefir. As formulacbées com inulina
apresentaram menor luminosidade (L*) e menor valor de a*, sendo mais escuras e
amareladas que as bebidas sem inulina. Aportela-Palacios et al. (2005) relatam que
a presenca de fibras em iogurtes afeta os parametros de cor. Os autores obtiveram
valores de L* na faixa de 75,0 a 87,2, valores de a* na faixa de -3,12 a 1,31 e de b*
na faixa de 9,27 a 1,14, variando de acordo com o tipo e a quantidade de fibras
adicionada nos iogurtes. Ja Dello Stafollo et al. (2004) ndo observaram efeito da
inulina nos parametros de cor dos iogurtes.

Os iniciadores da fermentacdo, graos de Kefir ou cultura “starter”, n&o
influenciaram as caracteristicas de cor das bebidas.

Os valores médios de firmeza, sinérese e viscosidade das bebidas estdo na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Firmeza, sinérese e viscosidade das bebidas Kefir*

Formulacdes** Firmeza (N) Sinerese (mML/100g)  Viscosidade (cP)
1 0,48 + 0,005° 26,52 +0,417° 3854,75 + 15,08°
2 0,42 + 0,001 26,87 + 0,260° 4050,00 + 50,0°
3 1,82 + 0,027° 23,92 +0,417¢ 5300,00 + 0,052
4 1,79 + 0,020° 26,45 + 0,385° 3342,50 + 2,50™
5 0,33 + 0,032¢ 32,25 + 0,281%° 2595,00 + 5,00
6 0,37 £ 0,017 31,57 + 0,392%" 2460,00 + 0,02¢
7 1,46 + 0,002° 32,78 + 0,239° 3375,00 + 9,57
8 1,33 + 0,052° 30,67 +0,511° 3085,00 + 20,61°

*Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minlsculas iguais n&o diferem a p<0,05.

** Formulagdes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com gréos de
Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado
com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de
Kefir).

A firmeza das formulagcdes com cultura “starter” diferiu daquelas com gréos
de Kefir. As integrais fermentadas com cultura “starter” (3 e 4) seguidas das
desnatadas (7 e 8) apresentaram maiores valores de firmeza (1,82 a 1,33 N). A
formulacdo 5 (desnatada formulada com graos) foi a menos firme (0,33 N).

A adicdo de inulina resultou em produtos (2, 4, 6 e 8) menos firmes
(p<0,05). Para Passephol, Small e Sherkat (2008) as moléculas de inulina ficam
dispersas dentro das micelas de caseina, interferindo na formac&o da matriz protéica
formando géis mais macios. Para Kim, Faqgi, Wang (2001) a menor firmeza dos
produtos adicionados de inulina esta relacionada a incapacidade da inulina formar
gel apds aquecimento (25 a 100°C por 5 minutos) e resfriamento (25°C), quando a
concentragéo varia de 5 a 10 %. No presente trabalho, o leite contendo 2 % de
inulina foi pasteurizado a 92°C por 2 a 3 minutos, provavelmente a baixa
concentragéo de inulina e o aguecimento também dificultaram a formacgéo de gel.

Buriti et al. (2008) esperavam variagcbes nos parametros de textura
instrumental em amostras de queijo com adicdo de inulina, particularmente na
firmeza, no entanto, foi constatado que as amostras com inulina apresentaram
firmeza semelhante aos de queijos sem inulina. Murphy (2001) menciona que ja foi

comprovado que a inulina € capaz de atuar como modificador de textura em
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produtos alimenticios, e ainda, a funcionalidade tecnologica da inulina esta baseada
no seu efeito em solugbes aquosas com varios teores de soélidos. Em baixas
concentracgdes (5 a 10 %), a inulina produz um significante aumento da viscosidade
e pode ser utilizada como modificador reoldgico, enquanto que em concentracdes de
40-45 % ha formacao de gel. Esse gel é firme, mas confere ao produto a mesma
sensacao cremosa oferecida pelos lipidios. Tendo em vista que no presente trabalho
foi utilizada baixa concentracdo de inulina (2 %), ndo foi observado aumento da
firmeza pela adicdo do carboidrato, mas houve diferencas na viscosidade.

Fuchs et al. (2005) também observaram que a suplementacédo de iogurtes de
soja com 4,4 % de inulina resultava na diminui¢do da firmeza dos produtos. EI-Nagar
et al. (2002) observaram que a adicao de 5 % de inulina provocava diminuicao da
firmeza em sorvetes com baixo teor de gordura.

Paseephol, Small e Sherkat (2008) analisando amostras de iogurte com 16
% de solidos totais, sendo 4% de inulina, relatam que a adicédo de inulina alterava as
caracteristicas reologicas e propriedades de textura. A presenca da inulina nos
iogurtes diminuia os valores de compressao e firmeza.

Brenann e Tudorica (2008) relatam que a incorporacéo de 2, 4 e 6 % de
inulina em iogurtes aumentava a firmeza e a consisténcia dos iogurtes desnatados.
Robinson (1995) afirma que a forca do gel € proporcional a concentracao de inulina
adicionada nos iogurtes. Como a concentracéo de inulina adicionada neste trabalho
foi baixa nédo foi possivel verificar a for¢ca do gel formado pela inulina.

Segundo Guggisberg et al. (2009), a firmeza de iogurtes esta diretamente
relacionada ao aumento do teor de sélidos, além de outros fatores como tratamento
térmico do leite e cultura “starter” utilizada, que contribuem para as caracteristicas de
textura. Para Paseephol, Small e Sherkat (2008) a firmeza dos iogurtes esta
diretamente relacionada ao teor de solidos, ao conteudo de proteina e ao tipo de
proteina. O maior contetudo de proteina aumenta o niumero de ligacdes cruzadas no
gel, resultando em maior densidade e rigidez do gel. No presente trabalho as
formulac6es com maiores valores de proteinas também eram mais firmes.

A presenca de inulina e os iniciadores da fermentacao (gréos ou cultura) ndo
influenciaram a sinérese. As formulacdes desnatadas apresentaram maior sinérese
(valor médio 31,81 mL/100g) que as integrais (valor médio 25,95 mL/100gq)
(p<0,05). Provavelmente devido ao teor de gordura.

Guggisberg et al. (2009) também observaram que iogurtes desnatados
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apresentavam maiores valores de sinérese. Brennan e Tudorica (2008) relatam que
iogurtes integrais retém maior porcentagem de soro na sua estrutura, sendo
caracteristica desses produtos a pouca sinérese. Essa caracteristica pode estar
relacionada a presenca dos glébulos de gordura que limitam a agregacdo das
moléculas de caseinas prevenindo a contracdo e o rearranjo tridimensional das
micelas gerando estruturas compactas e diminuindo a sinérese.

Segundo Lucey et al. (1998), a presenca de uma cadeia polissacaridica
longa como a inulina interfere no desenvolvimento da estrutura tridimensional de
caseina, levando a formagao de gel com menor firmeza e incapaz de reter agua.
Guven et al. (2005), também observaram que iogurtes desnatados com inulina
apresentavam maiores valores de sinérese. Ja Brennan e Tudorica (2008) e
Guggisberg et al. (2009) observaram que iogurtes desnatados com 2 % de inulina
apresentavam menores valores de sinérese, comparaveis aos iogurtes integrais.

A analise de viscosidade foi realizada nas formulacbes homogeneizadas e
mantidas a 4 °C durante a andlise. Houve diferenca (p<0,05) entre as formulacdes
integrais e desnatadas. O teor de gordura influenciou as caracteristicas de
viscosidade, fazendo com que as formulacdes integrais fossem mais viscosas (5300
a 3854,75 cP). Yazici e Akgun (2004) observaram que iogurtes desnatados possuem
menor viscosidade que os integrais em medidas feitas a 25 °C.

Houve diferenca (p<0,05) entre as bebidas formuladas com gréos de Kefir e
cultura “starter”. Aquelas com cultura “starter” apresentaram maior viscosidade,
sendo a formulacdo 3 (integral fermentada com cultura “starter”) a mais viscosa
(5300 cP), sendo caracteristico da culturas “starter” originar bebidas consistentes. A
formulacdo 6 (desnatada adicionada de inulina, fermentada com gréos de Kefir) foi a
menos viscosa (2460 cP).

Garrote, Abraham e Antoni (1998) analisando inoculacbes de 1, 3 e 5 % de
graos de Kefir observaram que a de 1 % resultava em bebida mais viscosa. Nesse
trabalho optou-se pela inoculacédo de 1% de grados de Kefir obtendo uma bebida
consistente semelhante a bebida formulada com cultura “starter”.

A presenca ou ndo de inulina também gerou diferencas (p<0,05) entre as
formulagbes, de forma geral a inulina ocasionou diminuicdo nos valores de
viscosidade. A excecao foi a formulagédo 2 (integral com inulina) que apresentou
maior viscosidade que a formulacao 1 (integral sem inulina). A homogeneizagéo das

amostras pode ter influenciado a viscosidade de todas as amostras. Segundo



79

Robinson (1995) a presenca de inulina interfere na rede de ligacdes proteina-
proteina, diminuindo o tamanho das particulas do gel e causando a diminuicdo da
viscosidade.

Brenann e Tudorica (2008) relatam que iogurtes desnatados possuem
menores valores de viscosidade que 0s iogurtes integrais, e que a adicdo de 2% de
leite em po desnatado aumentava os valores de viscosidade (1600 a 2300 cP) e
diminuia a sinérese dos iogurtes desnatados. Neste trabalho optou-se por adicionar
leite em pd desnatado em todas as formulagcbes, sendo que nas sem inulina a

adicao foi de 3,5 % e nas com inulina de 1,5 %.

5.2.3 Caracterizacdo Microbiolégia

As contagens médias de bactérias e leveduras presentes na bebida Kefir com
um dia de armazenagem estdo apresentados na Tabela 9. Os valores foram

convertidos a escala logaritima antes das analises estatisticas.
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Tabela 9 - Valores médios das contagens de bactérias acido laticas, bactérias acido
acéticas e leveduras das bebidas Kefir*

Formul MRS M17 APT BAC YEC
acoes*
x
1 12,84 +0,17° 12,97 + 0,22° 10,51 + 0,16% 10,81 + 0,03 8,97 +0,22°
2 12,50 £ 0,02%° 12,97 +0,22° 10,72 + 0,05% 11,01 £ 0,01* 8,89 + 0,20°
3 11,77+0,37%° 13,47 + 0,012 10,71 + 0,05% 8,82 +0,21°
4 11,59+0,28%° 12,32 +0,12° 10,06 + 0,18" 7,97 +0,22°
S 11,97+0,22%° 12,97 + 0,227 10,54 + 0,32 10,18 + 0,00° 8,98 + 0,332
6 10,97 + 0,22° 13,47 + 0,017 11,10 + 0,122 10,19 + 0,01° 9,08 + 0,34?
7 11,80 + 0,18%° 13,47 + 0,012 9,93+ 0,21° 8,80 + 0,332
8 11,20 + 0,56 13,47 + 0,012 10,15 + 0,18" 7,97 +0,22°

*Resultados expressos em log UFC g . Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
minusculas iguais ndo diferem a p <0,05.

* Formulagdes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com gréos de
Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado
com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de
Kefir).

Agar MRS = seletivo para bactérias acido lacticas, &gar M17 = seletivo para Lactococos, agar APT adicionado de

sacarose e azida sddica = seletivo para leuconostoc, 4gar BAC = seletivo para contagem de bactérias acido
acéticas e agar YEC = seletivo para contagem de leveduras.

Para bactérias acido lacticas (MRS), a formulacdo 6 (desnatada com inulina,
fermentada com grdos de Kefir) apresentou menor contagem (10,97 log UFC g™?)
que a 1 (integral fermentada com grdos de Kefir) (12,84 log UFC g*), as demais
formulacbes (2, 3, 4, 5, 7 e 8) apresentaram valores intermediarios. Para lactococos
(M17) a formulacdo 4 (integral com inulina, fermentada com cultura “starter”)
apresentou o menor valor (12,32 log UFC g*), diferindo das demais, que n&o
diferiram entre si (valor médio de 13,25 log UFC g*). Para leuconostoc (APT) as
formulacdes 4, 7 e 8 (integral e desnatada fermentada com cultura “starter”, sendo a
4 e a 8 com inulina) apresentaram contagem menor (valor médio de 10,06 log UFC
gY) que a 6 (integral adicionada de inulina, fermentada com gréos de Kefir) (11,10
log UFC g%), e as demais mostraram valores intermediarios. As contagens de
bactérias acido acéticas (BAC) foram realizada apenas nas formulagdes com gréos

de Kefir, a formulagéio 2 apresentou maior valor (11,01 log UFC g') e as 5 e 6 0
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menores valores (valor médio de 10,18 log UFC g*). Para leveduras (YEC) ndo
houve diferenca entre as formulacdes, sendo a contagem média de 8,68 log UFC g™.

Como os valores encontrados para cada formulagdo em cada meio seletivo
sdo préximos ndo foi possivel discriminar a influéncia do teor de gordura, dos
iniciadores da fermentacdo ou da presenca de inulina. Os valores encontrados em
cada meio seletivo sdo maiores do que os relatados na literatura, mas como cada
tipo de grdo ou cultura sofre influéncia da origem e forma de manutencéo,
encontram-se na literatura variagdes de contagens.

Nos dados transformados em UFC g* (pois na literatura os resultados s&o
expressos nesta unidade), tem-se contagens variando de 10* a 10*? para bactérias
acido lacticas; 10 a 102 para lactococos; 10° a 10% para leuconostoc; 10" a 10°
para leveduras nas oito formulacgbes, e de 10'° a 10! para bactérias acido acéticas
para as formulacdes preparadas com graos.

Irigoyen et al. (2005), ao analisar bebidas provenientes da inoculagédo com 1
e 5% de grédos de Kefir, relatam que contagens médias de bactérias e leveduras
foram compostas por 102 UFC mL™ de lactobacilos e lactococos, 10° UFC mL™ de
bactérias Acido acéticas e 10° UFC mL™ de leveduras. Niveis de lactobacilos e
lactococos foram maiores nas formulagdes com 1% de gréos, enquanto contagens
de leveduras e bactérias acido acéticas foram maiores nas formulacbes com 5% de
graos. No presente estudo foi utilizado inoculagdo de 1% de graos de Kefir ou
cultura “starter”, e verificou-se predominancia de bactérias acido lacticas.

Sarkar (2007) relatou que a bebida de Kefir era composta por 10° UFC mL™
de lactococos, 10’ a 10® UFC mL™? de leuconostoc, 10° a 10° UFC mL™ de
lactobacilos, e 10* a 10> UFC mL™ de bactérias acido acéticas, 10* a 10° UFC mL™
de leveduras.

Garrote, Abraham e Antoni (1998) observaram que a bebida Kefir inoculada
de 1 a 20 g/L (0,1 % a 2 %) possuia contagem de lactococos de 10° UFC mL™,
lactobacilos de 10° a 102 UFC mL™ e leveduras de 10’ UFC mL™.

Como no presente estudo a contagem total de bactérias e leveduras foram de
1028 a 10 UFC g%, as bebidas Kefir obtidas apresentaram numero de
microrganismos suficiente para atuar no intestino humano como probidticos. Desta
maneira, as oito formulagbes do Kefir atenderam aos requisitos descritos na

literatura, assim como na Legislacdo Brasileira de bebidas lacteas (Brasil, 2000), que
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preconizam que todos os microrganismos produtores da fermentacao lactica devem
ser viaveis e estar presentes no produto em quantidades minimas de 10° UFC mL™.
Estudos realizados por Romanin et al. (2010) selecionaram e isolaram o0s
microrganismos presentes no Kefir que mostraram alta capacidade de modular as
respostas epiteliais e caracterizam essas atividades em diferentes sistemas in vitro e
in vivo. Indicando que a ingestéo da bebida Kefir pode fornecer uma alternativa para

a gestao de processos inflamatorios e distarbios gastrointestinais.

5.2.4 Coliformes Totais e Coliformes a 45° C

No presente estudo ndo foram encontrados coliformes totais e coliformes a
45°C em nenhuma das formulagbes com um dia de estocagem apds o término da

fermentacao.

5.3 CARACTERIZACAO FISICA E SENSORIAL DAS BEBIDAS ADOCADAS DE KEFIR

A bebida Kefir apresenta sabor e aroma acentuados e caracteristicos, e nao
€ um produto muito conhecido no Brasil, desta forma optou-se por acrescentar 8 %
de sacarose ap0Os o processo de fermentacdo e homogenizar as formulagdes para
simular o consumo caseiro. As formulagbes permaneceram 24 horas a 4 °C para

andalises.

5.3.1 Firmeza e Viscosidade das Bebidas Adocadas de Kefir

Na Tabela 10 estdo os valores de firmeza e viscosidade das formulagdes

Seém € Com Sacarose.
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Tabela 10 - Valores médios de firmeza e viscosidade das bebidas de Kefir com e

sem sacarose*

Formula Firmeza (N) Viscosidade (cP)
cOes**
Sem sacarose Com sacarose Sem sacarose Com sacarose

1 0,48 + 0,005  0,53+0,03** 3854,75+ 15,08"  3140,0+ 24,03
2 0,42 +0,001®® 0,52 +0,04*  4050,00 + 50,0 24350 + 11,54%
3 1,82 +0,027** 0,55+0,00®  5300,00 + 0,05  4000,0 + 13,33%®
4 1,79+ 0,020*  0,42+0,00®  3342,50+2,50* 3935,0 + 17,63*
5 0,33+0,032" 0,28+0,01°°  2595,00 + 5,00 2415,0 + 13,63"
6 0,37 +0,017"  0,22+0,01°®  2460,00 + 0,02°  2170,0 + 6,66™
7 1,46 + 0,002°* 0,29 +0,01®  3375,00+ 9,57  2770,0 + 6,66
8 1,33+ 0,052 0,26 +0,01°®  3085,00 + 20,61** 2390,0 + 13,63"

*Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras minusculas iguais ndo diferem a p<0,05.

Médias * desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras mailisculas iguais n&o diferem a p <0,05,
para cada parametro.

**Eormulagbes 1(Kefir integral fermentado com graos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado
com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de
inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir
desnatado adicionado de inulina, fermentado com grdos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura

“starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

De forma geral, a firmeza das formulacdes apds a adicdo de sacarose e
homogenizagao diminuiu, com excecao das formulagdes 1 e 5 (integral e desnatada
fermentada graos de Kefir) gue mantiveram os valores, e a 2 (integral adicionada de
inulina, fermentada com grados de Kefir) que apresentou aumento. A maior
diminuicdo da firmeza foi nas formula¢des com cultura “starter”, que antes da adicéo
de sacarose apresentavam firmeza de 1,82 a 1,33 N e ap0s adicdo os valores foram
de 0,55 a 0,26 N respectivamente. A diminui¢do de firmeza ocorreu provavelmente
devido a quebra da estrutura do gel que foi formado durante a fermentacdo, néo
sendo mais possivel a reorganizacédo do gel durante o repouso sob refrigeracéao (4
°C) por 24 horas, a que as amostras foram submetidas antes das medidas.

Em relacdo a viscosidade, as formulagbes 1, 2, 3, 7 e 8 apresentaram
diminuicdo dos valores apos a adicdo de sacarose e homogenizacéo, enquanto que
as formulagdes 4, 5 e 6 ndo tiveram alteragéo da viscosidade.

Maisuthisakul (2008) relata que a adi¢cdo de sacarose influéncia a viscosidade

e a cremosidade de iogurtes com pH 4,0 e 4,5, indicando que o grau de agregacéao
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das moléculas dessas amostras diminuem com a adi¢cdo de sacarose. Enquanto que
Oliveira e Danim (2003) analisando iogurtes com diferentes teores de solidos e
concentragcbes de sacarose observaram que os iogurtes adicionados com 8 % de
sacarose possuiam maior firmeza apds homogenizacao.

Comparando-se as bebidas adocadas, as formulagcdes integrais
apresentaram maior firmeza (0,55 a 0,42 N) que as desnatadas (0,29 a 0,22 N),
devido a influéncia do teor de gordura, e também foi observado o efeito da inulina
nas formulagdes 2 e 8 que apresentaram menores valores que a 1 e 7 (sem inulina).
Semelhante a firmeza, as formulacdes integrais apresentaram maiores valores de
viscosidade que as desnatadas, sendo a 3 e a 4 as mais viscosas (valor médio de
3967,5 cP).

5.3.2 Perfil Sensorial das Bebidas Adocadas de Kefir

Os resultados da analise descritiva quantitativa (ADQ) estdo representados
nos graficos obtidos da analise dos componentes principais (ACP) (Figura 12).

A Figura 12a mostra a projecao dos atributos sensoriais (descritores) sobre
os planos fatoriais (CP1X CP2), respectivamente, enquanto a Figura 12b mostra a
projecéo das bebidas (formulacdes) do Kefir para o mesmo plano.
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Figura 12 - Proje¢bes dos Atributos Sensoriais (a) e bebidas (formulagdes) do Kefir
(b) sobre o plano fatorial (CP1X CP2).

*Formulacao e repeticdes 11, 12, 13 (Kefir integral fermentado com grédos de Kefir); 21, 22, 23 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com grdos de Kefir); 31, 32, 33 (Kefir integral fermentado com cultura
“starter”); 41, 42, 43 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter”); 51, 52, 53 (Kefir
desnatado fermentado com gréos de Kefir); 61, 62, 63 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com
grdos de Kefir); 71, 72, 73 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter”); 81, 82, 83 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter”).
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O primeiro componente principal (CP1) explicou 54,51 % da variabilidade
total contida nas variaveis originais, o segundo (CP2) 24,23 % e o terceiro (CP3)
explicou 9,56 %, cujos autovalores foram iguais ou superiores a 1, totalizando 88,30
% de explicacdo. Segundo Lawless & Heymann (1998) é recomendavel seguir o
critério de Kaiser para determinar o numero de dimensdes a serem consideradas.
Este critério considera que componentes principais com autovalores superiores a 1
devem ser mantidos e interpretados. JA Rosenthal (1999) afirma que um resultado
adequado € aquele em que no minimo 70 a 80 % da variacdo entre as formulacdes
sejam explicadas nos trés primeiros componentes principais. Desta forma, neste
trabalho foram utilizados os dois primeiros componentes principais, por estar de
acordo com os autores mencionados. O terceiro componente principal néo foi
utilizado, pois somente o atributo brilho foi importante para este componente.

Na ACP os descritores (atributos) sédo representados por vetores (Figura
12a), sendo que os vetores que se apresentam longos, ao serem decompostos em
um eixo componente principal (CP), apresentam alta correlacdo com o0 eixo,
explicando maior variabilidade entre as formulagbes mostrada naquele CP. Tais
fatos podem ser confirmados pelos valores de correlacdes dos atributos com os
eixos CP (Tabela 11) e indicam a importancia ou o poder de cada atributo em cada
componente principal. Foram considerados valores superiores a 0,7 (em maodulo)
como importantes. Os atributos com correlagdo negativa localizam-se a esquerda e
aqueles com correlacdo positiva estdo a direita no eixo horizontal (CP1), ou mais
abaixo (correlagcdo negativa) e mais acima (correlagdo positiva) no eixo vertical
(CP2) do grafico.
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Tabela 11 - Correlagdes dos atributos com os eixos componentes principais (CP)*

Atributos CP1 CP2
Aparéncia
Cor -0,422 -0,798
Brilho -0,158 0,450
Textura Granulosa 0,552 -0,719
Aroma
Aroma Acido 0,844 -0,136
Aroma Doce -0,850 0,115
Sabor
Gosto Acido 0,897 -0,301
Gosto Doce -0,891 0,225
Textura
Consisténcia -0,750 -0,595
Viscosidade -0,809 -0,533
Cremosidade -0,833 -0,422
Homogeneidade -0,736 0,564

*valores em negrito correspondem a correlagdes superiores a 0,7 (em modulo)

No primeiro CP, em ordem decrescente de importancia (contribuicdo
discriminante) e com correlagcdo positiva encontram-se os atributos gosto acido e
aroma acido, e com correlagdo negativa tem-se os atributos gosto e aroma doce,
cremosidade, viscosidade, consisténcia e homogeneidade. No segundo CP, os
principais foram cor e textura granulosa com correlagcdo negativa. O brilho teve
correlacao de - 0,80 % no terceiro CP.

Quando os vetores estdo proximos um do outro indicam correlagdo positiva
entre os atributos, quando sdo ortogonais, possivelmente ndo ha correlagéo linear
entre os atributos e quando estdo num angulo de 180° entre si indicam correlagcéo
negativa. Para confirmar a correlagdo entre os atributos e o nivel de significancia foi
realizada a andlise de correlagdo linear entre os dados e o0s resultados estdo
discutidos no item 5.3.3.

Na Figura 12b, cada formulagcédo da bebida Kefir esta representada por um
triangulo, onde cada vertice corresponde ao valor médio atribuido pela equipe
sensorial em cada repeticdo. Assim, se 0s vértices estiverem préximos significa que

houve repetibilidade da avaliagéo.
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O primeiro componente principal separou (discriminou) as formulagbes
guanto ao tipo de iniciador da fermentacdo (grdos ou cultura “starter”). As
formulacfes a direita (1, 2, 5 e 6) eram formulacdes fermentadas com graos de Kefir,
e as formulagbes a esquerda (3, 4, 7 e 8) formula¢Bes fermentadas com cultura
“starter”. O segundo componente principal separou as formulacfes quanto ao teor de
gordura. As formula¢cdes mais acima no eixo (5, 6, 7 e 8) eram desnatadas e as
formulacdes localizadas mais abaixo no eixo (1, 2, 3 e 4) eram integrais.

Na ACP quando as formulagdes (triangulos) estdo proximas entre si (Figura
12b), significa que sdo semelhantes em relacdo aos atributos julgados e quando
posicionadas num angulo de 180° tem caracteristicas opostas. Cada formulagcédo se
localiza na regido proxima ao vetor (descritor) que a caracteriza (Figura 12a). Dessa
forma, analisando-se as Figurasl2a e 12b em conjunto, verifica-se que as
formulacdes 1 (integral fermentada com gréos de Kefir) e 2 (integral adicionada de
inulina, fermentada com gréos de Kefir) estdo sobrepostas e localizadas mais a
direita do CP1 e mais abaixo no CP2, tendo como principais caracteristicas textura
granulosa e pouco homogénea; as formulagfes 3 (integral fermentada com cultura
“starter”’) e a 4 (integral adicionada de inulina, fermentada com cultura “starter”)
também estdo sobrepostas e se localizam do lado esquerdo do CP1 e mais abaixo
do CP2, apresentando maior intensidade de cremosidade, viscosidade, consisténcia
e cor amarelada. As formulacdes 5 (desnatada fermentada com gréaos de Kefir) e a 6
(desnatada adicionada de inulina, fermentada com graos de Kefir) estdo proximas e
do lado direito do CP2 e, portanto, apresentam maior intensidade de gosto acido e
aroma acido e menor consisténcia, cremosidade e viscosidade. As formulagdes 7
(desnatada fermentada com cultura “starter”) e 8 (desnatada adicionada de inulina,
fermentada com cultura “starter”) estdo sobrepostas e a esquerda do CP1 e mais
acima do CP2 apresentam maior intensidade de aroma doce, gosto doce,
homogenidade, e textura granulosa menos intensa.

A Andlise dos Componentes Principais (ACP) apenas sugere semelhancas e
diferencas entre as formulacdes. Desta forma, para se obter resultados com nivel de
significancia, realizou-se analise de variancia (ANOVA) e teste de comparacao de
meédias Tukey dos dados.

A analise de variancia demonstrou que o valor de Fiomulagio x provador O
significativo para 7 dos 11 atributos (p<0,05) avaliados (textura granulosa, aroma

acido, aroma doce, gosto acido, gosto doce, homogeneidade e cremosidade),
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indicando que apesar da selecdo e treinamento dos provadores, para esses
atributos havia na equipe pelo menos um provador avaliando as amostras de forma
nao consensual com os demais. Assim, de acordo com Stone e Sidel (2004), foi
calculado o F 4justado € O teste Tukey para todos os atributos.

Os valores médios de intensidade dos atributos sensoriais conforme

determinacdes da equipe sensorial estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Média dos atributos sensoriais das bebidas adocadas de Kefir*

Formulacbes**

Atributos 1 2 3 4 5 6 7
Aparéncia

Cor 4,642 4,682 4,672 4,762 356" 3,14° 3,35° 3,19°
Brilho 4,442 4,962 4,952 4,61*° 5,14* 4,69° 4,90° 4,807
Textura

Granulosa 4,222 4,462 2,71 3,05° 3,09° 3,82* 248" 230°
Aroma

Aroma Acido 4,73  4,45% 308" 3,69°  4,46%° 4,922 4,04 4,33*°
Aroma Doce 3,77  3,78™ 4,592 438% 346° 3,10° 4,44%®  426%

Sabor

Gosto Acido 5,222 5,232 3,69° 3,39° 5,08 532° 3,92° 3,65°
Gosto Doce 4,12 4,12 5,022 5,34% 4,14 390° 4,80% 4,90%

Textura

Consisténcia 4,36° 4,49° 5,39? 5352  3,02° 281° 3,84° 3,89°
Viscosidade 4,33¢ 4,53 5,16 534  3,02¢ 2,75¢ 4,07° 4,07°
Cremosidade 5,26° 5,22° 6,002 593  3,85° 3,37° 515°  4,86°
Homogeneidade 5,14 4,94° 6,407 6,12 563 512 651°  6,46°

*Médias na mesma linha acompanhadas de letras mindsculas iguais ndo diferem a p <0,05.

**Eormulagbes 1(Kefir integral fermentado com graos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado
com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de
inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir
desnatado adicionado de inulina, fermentado com grdos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura

“starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Verificou-se que houve diferenca (p<0,05) entre as formulacdes para todos
os atributos, exceto para o brilho. Indicando que a fermentacdo com gréos de Kefir
ou cultura “starter”, o teor de gordura e a presenc¢a ou nao de inulina influenciaram
na percepgdo destes atributos. Foi confirmada a semelhanca sensorial, observada

na ACP, entre formulagbes 1 e 2; 3 e 4;, 5 e 6; 7 e 8 em relagdo aos atributos
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avaliados.

As formulagdes integrais (1, 2, 3 e 4) apresentaram cor amarela mais intensa
(valor médio de 4,68) enquanto as desnatadas (5, 6, 7 e 8) eram menos amarelas
(valor médio de 3,31). Tal fato deve-se a cor da gordura das amostras integrais.
Brennna & Tudorica (2008) utilizando equipe treinada, ndo encontraram diferencas
na intensidade da cor de iogurtes adicionados de fibras, dentre elas a inulina.

As formulacdes 1 e 2 apresentaram aparéncia mais granulosa (valor médio
de 4,34). Para adicdo de sacarose, todas formulagbes foram homogeneizadas e
peneiradas, no entanto, essas duas formulacdes mostraram-se mais dificeis para
homogeneizar provavelmente por serem formuladas com leite integral e graos de
Kefir, sendo que a 2 continha inulina. A formulacdo 8 teve a menor intensidade
(2,30). As demais formulacdes (3, 4, 5, 6 e 7) apresentaram valores intermediarios
(3,09 a 2,48) para este atributo.

A formulacdo 6 (desnatada adicionada de inulina, fermentada com gréos de
Kefir) mostrou aroma &cido mais intenso (4,92) que a formulagéo 4 (3,69) (integral
adicionada de inulina, fermentada com cultura “starter”); as demais formulagdes
apresentaram valores intermediarios (4,73 a 3,98). As bebidas produzidas com graos
de Kefir eram mais acidas, nas formula¢cdes desnatadas a sensacéo do aroma acido
foi mais intenso.

Jaworska et al. (2005), observaram que iogurtes desnatados apresentavam
maior intensidade de aroma acido, quando avaliado por uma equipe nao treinada de
30 provadores, os quais utilizaram escala de 10 pontos para intensidade.

Wroblerwska et al. (2009) obtiveram valor médio 2,9 para o aroma acido em
bebida de Kefir integral fermentada com graos de Kefir, utilizando escala de 0 a 10 e
equipe treinada.

Quanto o aroma doce, a formulacédo 3 apresentou maior intensidade (4,59)
gue as formulacdes 5 e 6 (valor médio de 3,28) e as demais formulac6es mostraram
valores intermediarios (4,44 a 3,77).

O gosto acido das amostras fermentadas com grédos (1, 2, 5 e 6)
apresentou-se mais intenso (valor médio de 5,21) que das fermentadas com cultura
“starter” (valor médio de 3,66). E caracteristico dos grdos de Kefir produzirem
bebidas mais acidas. Wréblerwska et al. (2009) obtiveram valor médio de 5,8, em
escala de intensidade que variava de 0 a 10, para o gosto acido em amostras de

Kefir integral fermentada com graos de Kefir.
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A sequéncia decrescente das formulagbes quanto ao gosto doce foi: 3 e 4
(valor médio de 5,18); 7 e 8 (valor médio de 4,85); 1, 2 e 5 (valor médio de 4,13) e 6
(3,90). A sensacao de maior dogura deve ser resultado do tipo do iniciador da
fermentacao utilizado nas formulagbes 3, 4, 7 e 8, e néo foi efeito da adicdo de
sacarose, pois todas as formulagdes receberam a mesma proporcéo.

As formulagdes 3 e 4 apresentaram consisténcia mais firme (valor médio de
5,37), por serem integrais e fermentadas com cultura “starter”. A formulacdo 4
também continha inulina, que contribui para produgéo de bebidas mais consistentes
e semelhantes ao iogurte natural. As formulac¢des 1, 2 (integrais fermentadas com
graos de Kefir, sendo a 2 com inulina), 7 e 8 (desnatadas fermentadas com cultura
“starter” sendo a 8 com inulina) apresentaram valores intermediarios (valor médio de
4,14). As formulacgdes 5 e 6 (desnatadas fermentadas com gréos de Kefir, sendo a 6
com inulina) apresentaram 0Ss menores valores (valor médio de 2,91), essas
formulacdes possuiam aparéncia mais liquida. O teor de gordura e os iniciadores da
fermentacdo foram fatores que influenciaram a consisténcia das bebidas.

Jaworska et al. (2005) observaram que 0s iogurtes comerciais integrais eram
mais macios e consistentes do que os desnatados.

Gugagisberg et al. (2009) analisando sensorialmente iogurtes de baixo teor de
gordura e com diferentes teores de inulina, observaram que as amostras com 3,5 %
de gordura eram mais firmes e viscosas que as amostras de baixo teor de gordura.
De acordo com o autor, a analise sensorial ndo foi sensivel o suficiente para detectar
mudancas na firmeza causada por diferentes niveis de inulina adicionados nos
iogurtes. A consisténcia foi avaliada por meio da insercao de uma colher no iogurte e
elevacdo da mesma até a boca. No presente trabalho a consisténcia foi avaliada de
forma semelhante e também n&o foi possivel detectar diferencas na consisténcia
causada pela presenca de inulina.

Kailasapathy (2006) observou que iogurtes integrais nao tinham aparéncia,
cor, aroma &cido e gosto acido alterados pela presenca da cultura probiotica, mas
havia alteracdo das propriedades de firmeza.

Quanto a viscosidade das bebidas, observou-se a seguinte ordem
decrescente de intensidade: formulacdes 4 e 3 ( 5,34 e 5,16); 2 e 1 (4,53 e 4,33);
formulacéo 7 e 8 (valor médio de 4,07) e formulacdo 5 e 6 (valor médio de 2,88). O
teor de gordura, seguido dos iniciadores da fermentagéo (gréaos ou cultura “starter”)

foram os fatores que influenciaram a viscosidade. A inulina ndo influenciou este
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atributo.

Guggisberg et al. (2009) observaram que a firmeza e a viscosidade de
iogurtes ndo foram afetadas pela adi¢cdo de diferentes niveis de inulina. Entretanto, a
viscosidade aumentou quanto maior concentragao foi adicionada. Segundo Guven et
al. (2005) o efeito de diferentes niveis de adicdo de inulina afeta significativamente a
consisténcia de iogurtes durante o periodo de estocagem.

Bebidas preparadas com leite integral e cultura “starter” (3 e 4) foram as
mais cremosas (valor médio 5,96) e as preparadas com leite desnatado e grdos (5 e
6) as menos cremosas (valor médio 3,61), independente da presenca de inulina. As
formulacdes integrais fermentadas com grdos (1 e 2), juntamente com as
desnatadas fermentadas com cultura (7 e 8), independente da presenca de inulina,
apresentaram valor intermediario para cremosidade (valor médio de 5,12). O fator
gue pode ter discriminado as formulacdes em relagéo a cremosidade foi a interacéo
do teor de gordura e tipo de iniciador da fermentacao (grdos ou cultura “starter”). A
cultura “starter” influenciou aumentando a cremosidade. Em bebidas com mesmo
teor de gordura, a cremosidade foi mais intensa naquelas fermentadas com cultura
“starter” do que com gréos (3 e 4 versus 1 e 2; 7 e 8 versus 5 e 6). Além disso, a
fermentacdo com cultura tornou a cremosidade das bebidas desnatadas (7 e 8)
semelhante a das bebidas integrais fermentadas com gréos (1 e 2). A inulina néo
teve influéncia, provavelmente porque a quantidade adicionada foi pequena, néo
sendo percebida pelos provadores.

Wréblerwska et al. (2009) obtiveram valor médio de 4,0, em escala que
variava de 0 a 10, para cremosidade em amostra de Kefir integral fermentada com
graos de Kefir.

Segundo Wszolek (2001), as caracteristicas sensoriais do Kefir variam de
acordo com a cultura utilizada, o teor de gordura e o periodo de estocagem do
produto, sendo que a cultura utilizada influencia principalmente as caracteristicas de
cremosidade e viscosidade.

Akin et al. (2007) ndo observaram influéncia da inulina nas propriedades
sensoriais (cor e aparéncia, corpo, textura e sabor) em sorvetes probidticos.
Pimentel (2009) também n&o observou influéncia da adicdo de 2 % inulina no
atributo cremosidade para iogurtes desnatados. Guggisberg et al. (2009) observaram
gue para iogurtes com teores de 1 a 3,5 % de gordura, 0 aumento na concentracéo

de inulina melhorava a percepcdo da cremosidade. No entanto, para iogurtes



93

contendo 0,1 % de gordura nenhuma influéncia foi observada. Brennan & Tudorica
(2007) também n&o observaram efeito da inulina na cremosidade de iogurtes
guando adicionada de 2 %, a mesma quantidade utilizada no presente trabalho,
porém para adicdo de 6 % o efeito foi observado.

As formulacdes fermentadas com cultura “starter” (3, 4, 7 e 8) (valor de 6,46
a 6,12) apresentaram textura mais homogénea que as fermentadas com graos de
Kefir (1, 2, 5 e 6) (valor de 5,63 a 4,94). Nao houve influéncia do teor de gordura e
da adicdo de inulina na homogeneidade, j& que as formulagcbes apresentaram
valores proximos. Pimentel (2009) também nédo observou efeito da adi¢cao da inulina
nos iogurtes desnatados.

Ertekin e Guzel-Seydim (2010) avaliaram sensorialmente quatro formulagdes
de Kefir fermentadas com 2 % de graos (desnatada, integral, desnatada contendo 2
% de inulina e desnatada contendo 2 % de proteina “dairy l0”). Observaram que a
formulagéo integral apresentou maiores valores para os atributos cor amarelada,
aroma fermentado, homogeneidade, consisténcia, viscosidade, sabor caracteristico
do Kefir; a formulagdo desnatada mostrou-se menos amarelada e carbonatada e
com aroma pouco fermentado; as formulacbes com inulina e com proteina
apresentaram valores intermediarios para todos os atributos avaliados. Os autores
concluiram que a inulina e a proteina nao influenciaram nas caracteristicas de sabor

e odor da formulacao estudada.

5.3.3 Correlac¢des entre os Atributos Gerados na ADQ

Foram determinadas as correlacdes de Pearson entre os atributos sensoriais
obtidos na Analise Descritiva Quantitativa e os resultados estdo dispostos na Tabela
13.
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Tabela 13 - Coeficiente de correlacéo de Pearson dos atributos sensoriais obtidos na
ADQ*

Cor Brilho Textura Aro_ma Aroma C}o_sto Gosto Consist Viscos Cremos Hom
Var** Gran Acido Doce Acido Doce
Cor 1
Brilho -0,170 1
Textura Gran 0,376 -0,217 1
Aroma Acido  -0,345 -0,272 0,479 1
Aroma Doce 0,274 0,330 -0,433 -0,754 1
Gosto Acido -0,151 -0,122 0,728 0,774 -0,721 1
Gosto Doce 0,233 0,257 -0,546 -0,814 0,824 -0,911 1
Consist 0,719 -0,196 -0,065 -0,490 0,495 -0,489 0,474 1
Viscos 0,703 -0,112 -0,111 -0,536 0,592 -0,566 0,543 0,972 1
Cremos 0,602 -0,0112 -0,283 -0,547 0,653 -0,562 0,595 0,911 0,940 1
Homog -0,180 0,188 -0,919 -0,604 0,584 -0,851 0,703 0,265 0,329 0,428 1

*Resultados em negrito apresentam correlacao significativa a p< 0,05 (teste t)

Var** (Variaveis): Cor, Brilho, Textura Granulosa (textura gran), Aroma Acido, Aroma Doce, Gosto
Acido, Gosto Doce, Consisténcia (consist), Viscosidade (Viscos),Cremosidade (Cremos),
Homogenidade (Homog).

Houve correlacdes significativas (p<0,05) entre os atributos cor e: textura
granulosa (+), consisténcia (+), viscosidade (+), cremosidade (+); textura granulosa
e: aroma acido (+), aroma doce (-), gosto acido (+), gosto doce (-), homogeneidade
(-); aroma éacido e: aroma doce (-), gosto acido (+), gosto doce (-), consisténcia (-),
viscosidade (-), cremosidade (-), homogeneidade (-); aroma doce e: gosto acido (-),
gosto doce (+), consisténcia (+), viscosidade (+), cremosidade (+), e homogeneidade
(+) ; gosto acido e: gosto doce (-), consisténcia (-),viscosidade (-), cremosidade (-) e
homogenidade (-); gosto doce e: consisténcia (+),viscosidade (+), cremosidade (+) e
homogeneidade (+); consisténcia e: viscosidade (+) e cremosidade (+); viscosidade
e: cremosidade (+); cremosidade e: homogeneidade (+). O brilho ndo se
correlacionou com nenhum atributo.

A cor amarelada esteve diretamente relacionada a textura granulosa,
consisténcia, viscosidade e cremosidade, que sdo atributos caracteristicos de
formula¢cées com maior teor de gordura.

A textura granulosa foi diretamente relacionada ao aroma acido e gosto
acido e inversamente relacionada ao aroma doce, gosto doce e homogeneidade. O
leite integral e o iniciador da fermentacdo na forma de grdo sdo os provaveis
responsaveis por essa correlacdo e resultam em produto mais macio, menos doce e
com aparéncia mais granulosa.

O aroma acido e o gosto acido estiveram inversamente relacionados com o

aroma doce, gosto doce, consisténcia, viscosidade, cremosidade e homogeneidade.
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Possivelmente as formulacbes desnatadas resultaram em sensacfes mais acidas,
menos doce, cremosas, homogéneas e viscosas.

Gonzalez-Tomas et al. (2008) afirmam que a quantidade de gordura afeta a
liberacdo de compostos volateis responsaveis pelo aroma dos produtos.

O aroma e o gosto doce foram influenciados diretamente pela consisténcia,
viscosidade, cremosidade e homogeneidade e inversamente relacionados com o
gosto acido. Os provadores consideraram as formulagées menos acidas como mais
doces, por serem mais suaves, além disso eram formuladas com cultura “starter”.

Gonzalez-Tomas et al. (2008) afirmam que a percepcdo de sabor ocorre
através de um complexo sistema onde o gosto, 0 aroma e a textura interagem para
formar a percepcéo. Isso pode explicar as correlagbes do gosto doce com o0s
parametros de textura: cremosidade e viscosidade.

A consisténcia teve correlagdo positiva com viscosidade e cremosidade. O
leite integral, iniciador da fermentagéo na forma de cultura e a presenca de inulina
sdo responsaveis por essa correlacdo, que resultam em um produto mais
consistente.

A viscosidade teve correlacdo positiva com a cremosidade. E a cremosidade
foi diretamente influenciada pela homogeneidade. Os provadores consideraram as
formulagbes com maior teor de gordura e/ou inulina como sendo mais cremosas e
viscosas.

A cremosidade foi diretamente influenciada pela homogeneidade e
viscosidade. Os provadores consideraram as formulagdes com maior teor de gordura
e/ou inulina como sendo mais cremosas e viscosas.

Janhoj et al. (2008) mostraram relagcdo entre maciez e a cremosidade em
iogurtes com adicdo de baixos e altos niveis de leite em pd desnatado. Para baixos
niveis a correlacdo entre maciez e cremosidade foi maior, enquanto que para altos
niveis foi negativa. Os autores sugerem que as amostras com leite em po desnatado
possuem maior intensidade de aroma de leite fermentado e maior cremosidade, e
que a percepcado da cremosidade supera a da maciez devido a viscosidade,
amostras menos macias podem ser mais cremosas.

Esses resultados confirmaram as sugestdes de correlacdo entre os atributos
mostrados no ACP (item 5.3.2).
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5.3.4 Correlagdes entre Medidas Quimicas e Fisicas das Bebidas com e sem

Sacarose e Atributos Sensoriais das Bebidas Adocadas

Os resultados das correlagbes de Pearson entre as medidas quimicas e

fisicas e os atributos sensoriais gerados estdo na Tabela 14.

Tabela 14 — Coeficientes de correlacédo de Pearson entre as medidas fisico-quimicas

e instrumentais e os atributos sensoriais gerados no ADQ*

Atributos
Sensoriais L* ar b* pH  Acidez Firmeza Viscosidade
Sem Com Sem Com
sacarose sacarose sacarose sacarose
Cor 0,663 0,073 0,753 0,010 -0,014 0,100 0,088 05530 0,360
Brilho -0,067 -0,016 -0,054 -0,010 0,003 -0,004  -0,004  -0,008  -0,033
Textura 0,154 0,014 0,359 0,054 -0,021 -0,353 0,041 0,045  -0,111
granulosa
]fi:rﬂes'smnc'a 0,759 0,090 0,810 0005 -0026 0415 0090 0717 0556
Aroma &cido -0,143 -0,015 -0,137 0,028 0,000 -0228  -0,011  -0,213  -0,200
Aroma doce 0,252 0,037 0,207 -0,022 -0,008 0,281 0028 0303 0,229
Gosto 4cido -0,148 -0,049 -0,068 0,072 -0,011 -0485  -0,005 -0,277  -0,329
Gosto doce 0,148 0,032 0,148 -0,041 0,000 0,299 0014 0229 0,239
Cremosidade 0,735 0,084 0,698 -0,007 -0,008 0428 0083 0661 0516
Homogeneidade 0,021 0,005 -0,143 -0,052 0,023 0,35  -0,016 0,106 0,188
Viscosidade 0,696 0,096 0,729 -0,006 -0,022 0,404 0,084 0,648 0,503

*Resultados em negrito apresentam correlag&o significativa a p < 0,05 (teste t)

Correlacdes significativas foram encontradas para L* e: cor (+), consisténcia
firme (+), aroma doce (+), cremosidade (+), e viscosidade (+); b* e: cor (+), textura
granulosa (+), consisténcia firme (+), cremosidade (+), viscosidade (+); firmeza sem
sacarose e: textura granulosa (-), consisténcia firme (+), aroma acido (-), aroma doce
(+), gosto acido (-), gosto doce (+), cremosidade (+), homogenidade (+), viscosidade
(+); viscosidade sem sacarose e: cor (+), consisténcia firme (+), aroma doce (+),
gosto acido (-), gosto doce (+), cremosidade (+), viscosidade (+); viscosidade com
sacarose e: cor (+), consisténcia firme (+), aroma doce (+), gosto acido (-), gosto
doce (+), cremosidade (+) e viscosidade (+).

O parametro de cor a*, pH, acidez e a firmeza das bebidas contendo
sacarose nao tiveram correlacdo com nenhum atributo.

Os parametros L* e b* afetaram positivamente a cor, consisténcia firme,

textura granulosa, cremosidade e viscosidade. Provavelmente foram influenciados
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pelo teor de gordura das formulagdes integrais.

A firmeza instrumental (sem adicdo de sacarose) teve correlacdo positiva
com os atributos consisténcia firme, aroma doce, gosto doce, cremosidade,
homogeneidade e viscosidade, e correlagcdo negativa com o aroma &cido e gosto
acido. Essa correlagdo deve ter ocorrido provavelmente pelo resultado da
fermentacdo com cultura “starter”, ou graos.

A viscosidade com e sem sacarose tiveram correlacdes semelhantes;
positiva com o atributo cor, consisténcia firme, gosto doce, cremosidade, e
viscosidade, e negativa com aroma acido e gosto acido. As formulacdes de Kefir
com maior viscosidade tiveram influéncia do teor de gordura, da fermentacdo com
cultura “starter” ou gréaos, e da presenca ou ndo da inulina. Guggisberg et al. (2009)
também observaram que o aumento do teor de gordura aumentava a cremosidade

dos iogurtes.

5.3.5 Aceitacédo das Bebidas Adocadas de Kefir

A aceitacdo das bebidas de Kefir foi determinada por meio da escala
heddnica, com participagdo de 50 voluntarios, sendo 38 mulheres e 12 homens, com
idade variando de 15 a 50 anos, prevalecendo a faixa etaria de 15 a 25 anos. A
equipe era composta por 54 % de alunos de pos-graduacéo, 40 % de alunos de
graduacéo e 6 % de funcionarios da instituicdo. Todos os voluntarios relataram que
gostavam de iogurte, mas somente 32 % conheciam e jaA haviam consumido a
bebida Kefir.

Na Tabela 15 estdo os valores hedbdnicos das oito formulacdes e as
porcentagens de aprovacao, indiferenca e rejeicao das bebidas.



98

Tabela 15 — Aceitagcao das bebidas Kefir adogadas*

Formulacao** Aceitabilidade % Aprovacao % Indiferenca % Rejeicao
1 6,60+0,214% 80% 10% 10%
2 6,58+0,229% 74% 8% 18%
3 6,26+0,258% 64% 8% 28%
4 6,94+0,213% 82% 8% 10%
5 5,76+0,255" 60% 2% 38%
6 6,24+0,215% 72% 10% 18%
7 6,42+0,231% 74% 6% 20%
8 6,3620,240%° 74% 6% 20%

*Médias na mesma coluna acompanhadas de letras minlsculas iguais n&o diferem a p<0,05.

**Eormulagdes 1(Kefir integral fermentado com graos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado
com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de
inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir), 5 (Kefir desnatado fermentado com grdos de Kefir), 6 (Kefir
desnatado adicionado de inulina, fermentado com grdos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura
“starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Valor Heddnico 1 = desgostei muitissimo, 5 = nem gostei nem desgostei, 9 = gostei muitissimo

% de aprovagdo= porcentagem de notas de 6 a 9

% de indiferenga= porcentagem de notas 5

% de rejeicdo= porcentagem de notas de 1 a 4

A aceitabilidade situou-se entre 6 e 7, indicando que os consumidores
gostaram moderadamente das bebidas Kefir. Essa estreita faixa de valores
demonstra que apesar das diferengas na intensidade dos atributos, as formulagdes
tiveram aceitacdo semelhante.

A formulacéo 5 (desnatada e fermentada com gréos) foi menos aceita (com
maior porcentagem de rejeicdo) que a formulacao 4 (integral, adicionada de inulina e
fermentada com cultura “starter”). A formulacdo 4 foi a mais aceita, provavelmente
por apresentar semelhangas com iogurte, e ser menos acida. As demais
formulacbes apresentaram valores de aceitacdo intermediarios a essas duas
formulacdes, nao diferindo entre si.

Ertekin e Guzel-Seydim (2010) também observaram que Kefir integral era
mais aceito que formulacdes desnatadas.

Dalla Santa et al. (2006) realizaram testes de aceitacdo, utilizando a escala
hedbnica estruturada de nove pontos, da bebida Kefir contendo 10 % de polpa de
morango e 10 e 12 % de sacarose. A bebida com 10 % de agucar obteve nota média

de 6,4 e com 12 % de aclUcar de 7,2. Nesse mesmo estudo foram avaliadas



99

amostras de Kefir com diferentes teores de polpa de ameixa, as formulagbes
obtiveram notas meédias entre 6 e 7 indicando que o0s provadores gostaram
moderadamente da bebida Kefir, semelhante aos valores encontrados neste
trabalho.

Wréblewska et al. (2009) obtiveram baixa aceitacdo (2,8) da bebida Kefir
integral fermentada com graos de Kefir utilizando escala que variava de 0 (ndo
gostei) a 10 (gostei muitissimo).

A adicao de inulina contribuiu para melhorar a aceitagdo das bebidas de
Kefir. Guven et al. (2005) e Brennan e Tudorica (2008) n&o observaram efeito da
adicao de inulina na aceitabilidade geral de iogurtes integrais e desnatados.

54 COMPORTAMENTO QUIMICO, FISICO E MICROBIOLOGICO DAS BEBIDAS KEFIR NAO

ADOCADAS DURANTE O ARMAZENAMENTO A 4° C

Para observar a influéncia dos graos de Kefir ou cultura “starter”, e da
presengca ou ndo de inulina no comportamento das bebidas durante o
armazenamento, o experimento foi dividido em formulagdes integrais e desnatadas.

Na analise de variancia os valores de Fiomulacio x tempo de armazenamento N0 foram
significativos (p>0,05) para teor de inulina (formulagdes integrais e desnatadas), teor
de lactose (formulagbes desnatadas), contagem de bactérias em agar MRS
(formulacbes desnatadas) e agar M17 (formulagcbes integrais e desnatadas),
indicando que as formulagdes se comportaram de maneira semelhante em relacao
ao tempo de estocagem. Para os demais parametros a interacao foi significativa
(p<0,05), indicando que as formulacdes se comportaram de forma diferente em

relacéo ao tempo.

5.4.1 pH, Acidez, Teor de Lactose e Inulina

Os valores de pH das bebidas integrais e desnatadas de Kefir durante o
periodo de armazenagem estdo demonstrados nas Tabelas 16 e 17

respectivamente.
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Tabela 16 — Valores médios de pH nas bebidas integrais de Kefir durante o periodo

de armazenamento a 4°C*.

Formulacdes**

Tempo 1 2 3 4
(dias)

0 4,83+0,017* 4,78+0,014* 4,59+0,026™  4,57+0,016™
1 4,60+ 0,035  4,53+0,025"® 4,47 +0,042°°C 4,41 +0,024®
7 4,47 +0,023°° 4,47 +0,017*® 4,39 + 0,05%° 4,39 + 0,039%*
14 4,35+ 0,052°° 4,27 +0,033°C 4,55+ 0,029%5¢ 4,43+ 0,020
21 4,18 + 0,006 4,06+ 0,025°° 4,63+ 0,002°® 4,42+ 0,025
28 4,08 + 0,036™ 4,06 +0,070°° 4,72 +0,003* 4,66 + 0,034*

*Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minGsculas iguais n&o diferem a p<0,05.

Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas iguais ndo diferem a p <0,05..
**Eormulagdes 1(Kefir integral fermentado com graos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado
com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de

inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Tabela 17 — Valores médios de pH nas bebidas desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 5 6 7 8

(dias)

0 4,83+0,012*  4,75+0,015* 4,57 +0,037™ 4,52 +0,026™
1 4,53+0,041*® 4,52 +0,021°® 4,45+ 0,041**® 4,36 + 0,033
7 4,40 +0,077*® 4,49 +0,00°®  4,38+0,048*® 4,33+ 0,030
14 4,25+0,035"°  4,24+0,018" 4,49 +0,020"® 4,39 +0,011%®
21 4,12 + 0,053 4,13 +0,025°°° 4,48 +0,021*® 4,39 + 0,004*"
28 4,20 +0,091°°°® 4,10 +0,087° 4,58 + 0,059* 4,58 + 0,042%

* Médias * desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras mindsculas iguais ndo diferem a p<0,05.

Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas iguais ndo diferem a p<0,05.
*Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Conforme ja explicado no item 5. 2. 1, o pH de todas as formulagdes
diminuiu dentro das primeiras 24 horas de armazenagem. No tempo 0, as
formulacfes fermentadas com gréos de Kefir (1, 2, 5 e 6) possuiam maior pH que as

fermentadas com cultura “starter” (3, 4, 7 e 8). As formulagbes integrais 1 e 2
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(fermentadas com grédos de Kefir) tiveram diminuicAio do pH durante o
armazenamento. As formulagdes fermentadas com cultura “starter” (3 e 4) tiveram
diminuicdo e novo aumento nos valores, sendo que para a 3 0 aumento foi apés o 7°
dia e para a 4 ap0s o 21° dia. No 28° dia os valores médios do pH das formulacdes
fermentadas com graos de Kefir (1 e 2) foram inferiores (valor médio de 4,07) aos
das fermentadas com cultura “starter” (3 e 4) (valor médio de 4,69).

As formulacbes desnatadas tiveram comportamento durante o
armazenamento, em relagdo ao pH, semelhantes as formulagdes integrais.

Os resultados da acidez das formulagdes durante o armazenamento estao

nas Tabelas 18 (integrais) e 19 (desnatadas).

Tabela 18 — Valores médios de acidez nas bebidas integrais de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacdes**

Tempo 1 2 3 4

(dias)

1 0,92 + 0,04%° 0,88 + 0,025°° 0,96 + 0,039** 0,84 + 0,045%"
7 1,02 + 0,02%° 0,96 + 0,033*° 0,92 +0,017*** 0,82+ 0,021
14 1,12 + 0,046 1,10+ 0,055*°° 0,92 +0,021"* 0,82 + 0,029°®
21 1,32 +0,042°®  1,54+0,013* 0,91+0,019* 0,97 + 0,038
28 1,49 + 0,047 1,37 +£0,039"™ 0,87 +0,030“* 0,85+ 0,029*®

*Resultados expressos em % de acido lactico. Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras
minusculas iguais n&o diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
maiulsculas iguais néo diferem a p <0,05. *FormulacGes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir
integral adicionado de inulina, fermentado com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter”
de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).
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Tabela 19 — Valores médios de acidez nas bebidas desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 5 6 7 8

(dias)

1 0,99 + 0,049°° 0,92 +0,038°° 1,02 +0,056* 0,92 + 0,055
7 1,02+ 0,017 0,95+ 0,031*° 0,96 + 0,014*™* 0,88 + 0,021"®
14 1,19+ 0,078 1,08+ 0,060™ 0,93 +0,038* 0,92 + 0,031°®
21 1,43 +0,027*  1,32+0,083" 1,00+ 0,046 0,97 + 0,019*
28 1,38+ 0,056*  1,41+0,106* 0,98 + 0,064 0,87 + 0,035

*Resultados expressos em % de acido lactico. Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras
minUsculas iguais n&o diferem a p<0,05. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
maiusculas iguais ndo diferem a p <0,05. **Formulactes 5 (Kefir desnatado fermentado com grdos de Kefir), 6
(Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com gréos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com

cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

No tempo 1 as formulagbes apresentaram acidez semelhante (média de 0,90
% para as integrais e de 0,96 % para as desnatadas). Observou-se aumento nos
valores para as bebidas fermentadas com graos, sendo de 61 % para integral, sem
inulina (1), 56 % para integral com inulina (2), 39 % para desnatada sem inulina (5) e
de 53 % para desnatada com inulina (6). De modo geral, nas bebidas fermentadas
com cultura “starter” (3, 4, 7 e 8) ndo houve variacdo na acidez. No 28° dia verificou-
se gue as bebidas provenientes da fermentacdo com graos (integrais 1 e 2 e
desnatadas 5 e 6) possuiam maior acidez que as provenientes da cultura “starter”
(integrais 3 e 4 e desnatadas 7 e 8).

O declinio do pH e o aumento da acidez séo resultados da pos-acidificacao
dos produtos e estdo relacionados a continuidade do processo fermentativo pelas
bactérias acido lacticas durante o periodo de estocagem em temperatura de
refrigeracdo (APORTELA-PALACIOS et al.,, 2005). Tal fato foi confirmado pela
verificacdo de declinio do teor de lactose tanto nas formulacdes integrais (Tabela

20), quanto nas desnatadas (Tabela 21).
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Tabela 20 — Conteudo médio de lactose nas bebidas integrais de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 1 2 3 4
(dias)
1 3,05 + 0,102 3,02 +0,023"* 3,38 +0,091* 3,15+ 0,021%*

14 2,54 +0,137%® 2,48 +0,102°® 2,35+0,108%% 2,27 +0,075®
28 2,02 + ,006%° 2,13+ 0,054 1,92 +0,049°° 1,86+ 0,041

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras

mindsculas iguais ndo diferem a p<0,05. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
maiusculas iguais ndo diferem a p <0,05.

**Eormulagbes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com grédos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Tabela 21 — Conteldo médio de lactose nas bebidas desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacdes**

Tempo 5 6 7 8 Média
(dias)

1 2,93 £ 0,057 2,86 £ 0,073 3,02 £ 0,083 2,81+£0,101 2,90 + 0,04"
14 2,29 £ 0,089 2,37 £ 0,057 2,10 £ 0,062 2,25+ 0,094 2,25+ 0,04°
28 1,96 + 0,047 2,08 £ 0,051 1,83 £ 0,072 1,90 £ 0,091 1,94 + 0,03°

Média 239+ 010 2,44+0,08°  2,32+0,12*°  2,32+0,10°

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrao na mesma linha acompanhadas de letras
minusculas iguais n&o diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
mailsculas iguais ndo diferem a p<0,05.

**Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Nas bebidas desnatadas o declinio médio para as quatro formulacdes foi de
33,1 %, ou seja passou de 2,90 para 1,94 g/100g (o valor de Fomulagio X tempo de
armazenagem  da ANOVA nao foi significativo, mostrando que as formulacdes
comportam-se de maneira semelhante durante o armazenamento). Nas bebidas
integrais observou-se maior queda do teor nas formulagdes com cultura “starter”, 4

(40,9 %) e 3 (43,2 %) do que nas fermentadas com gréaos, 1 (33,8 %) e 2 (29,5 %).
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Farnworth e e Mainville (2008) relatam que pelo menos 30 % da lactose sao
hidrolisadas durante a fermentacdo e o0 processo continua durante o periodo de
armazenamento refrigerado.

Garcia Fontan et al. (2006) relatam que a lactose diminui nas primeiras 24
horas de fermentacdo do Kefir, seguido de decréscimo da hidrélise durante o
periodo de armazenagem. Segundo os autores, nao foi possivel detectar a
guantidade de glicose e galactose nas amostras durante a fermentagéo, e foi
sugerido que esses monossacarideos produzidos durante o processo de
fermentacdo pela degradagédo da lactose sdo imediatamente metabolizados em
outros produtos como acido lactico, etanol e CO, e, ndo sdo acumulados na bebida.
Segundo Irigoyen et al. (2005), a galactose formada pela hidrélise da lactose é
usada pela microbiota dos graos de Kefir para produzir o Kefiran durante o processo
de fermentagéo.

Para Irigoyen et al. (2005), o pH da bebida fermentada com graos de Kefir
nao varia durante o periodo de estocagem refrigerado. O decréscimo ocorre apenas
durante o processo de fermentacdo e na estocagem a producdo de acido lactico
diminuiu devido ao declinio da populacdo de bactérias acido lacticas na bebida,
porém em iogurte, o pH diminui com o tempo de estocagem refrigerado devido a
hidrolise da lactose pelas bactérias fermentadoras. Para os autores, o pH do Kefir
nao variou durante a estocagem, devido a presenca de leveduras. A presenca de
leveduras nos graos ou culturas faz com que as bactérias &cido lacticas se
multipliguem mais lentamente e produzam &cido lactico em baixa concentracao
(COLLAR,1996; IRIGOYEN et. al., 2005). No presente estudo n&o foi verificado tal
efeito das leveduras nas bebidas fermentadas com graos, tendo em vista que houve
diminuicdo do pH (p<0,05) durante armazenamento.

Cardarelli et al. (2008) observaram que queijos petit-suisse tradicional
apresentavam menor pH que os simbidticos. Durante o periodo de estocagem o0s
autores verificaram que mais lactose podia ser degradada a acidos orgéanicos,
levando ao menor pH. Uma maior concentracdo de lactose prové o microrganismo
de maior quantidade de substrato a ser degradado em acidos organicos, levando a
menor pH e maiores valores de acidez durante a estocagem.

Guggisberg et al. (2009) observaram que o pH de iogurtes nao é
influenciado pela adicdo de inulina, mas pode ser influenciado pelo conteddo de

gordura (2 a 3,5 %), ap0Os 6 dias de estocagem.
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Nas Tabelas 22 e 23 estdo os resultados referentes ao teor de inulina das
formulacdes nas quais foram adicionadas (integrais 2 e 4 e desnatadas 5 e 6) nos

diferentes tempos de armazenamento.

Tabela 22 - Conteudo médio de inulina das bebidas integrais Kefir durante o periodo

de armazenagem a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 2 4 Média
(dias)
1 2,00 +£0,003 2,00 +0,00 2,00 + 0,00
7 1,98+0,001 2,00+£0,005 1,99 + 0,00*
14 1,98 +0,005 2,00+£0,005 1,99 + 0,00*
21 1,84+0,045 1,94+0040 1,89+0,03°
28 1,77+0,025 1,91+0,010 1,84 +0,04°
Média 1,92 +0,031* 1,97 +0,01°

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhada de letras
minUsculas iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhada de letras
maiusculas néo diferem a p<0,05.

**Eormulagdes 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado com graos de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado

de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Tabela 23 - Conteudo médio de inulina das bebidas desnatadas Kefir durante o
periodo de armazenagem a 4°C*

Formulagbes**

Tempo (dias) 6 8 Média
1 2,00 + 0,045 2,00 + 0,005 2,00 £ 0,02°
7 1,93 + 0,045 1,98 + 0,005 1,96 + 0,02°
14 1,93 + 0,010 1,98 + 0,005 1,96 + 0,02°
21 1,87 + 0,010 1,90 + 0,015 1,88 + 0,01°
28 1,76 + 0,005 1,88 + 0,005 1,82 +0,03°
Média 1,90 + 0,028° 1,95+ 0,016

*Resultados expressos em g/100g de produto. Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhada de letras
minUsculas iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhada de letras
maiusculas néo diferem a p<0,05.

**Eormulagbes 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina, fermentado com gréos de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).
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A andlise estatistica dos dados resultou em Fromuiagzo X tempo de armazenamento N&0
significativo (p>0,05), indicando que as formulagdes apresentaram comportamento
semelhante durante a estocagem.

Todas as formulagbes tiveram diminuicdo do teor de inulina durante o
periodo de estocagem. Verificou-se declinio de 8 % para as integrais e de 9 % para
as desnatadas, sendo o teor, no 28° dia de 1,84 e 1,82 g/100g respectivamente. A
provavel causa, dessa reducéo é a hidrolise acida, pois 0 meio tornou-se mais acido
durante armazenamento (Tabela 18 e 19). Segundo Orafti (1999) em ambiente
acido, a inulina pode ser hidrolisada, resultando na formacéo de frutose e na perda
de suas alegacdes funcionais. Entretanto, durante a producdo e estocagem do
produto, a hidrolise € limitada; 1 % durante a pasteurizacdo do leite, 2% durante a
incubacéo do leite e 5 % durante a estocagem do produto.

Cardarelli et al. (2006) obtiveram reducdo no contetdo de inulina de 2,7 %

em queijos petit-suisse probidticos com 28 dias de armazenagem.

5.4.2 Firmeza, Sinérese e Viscosidade

Os valores de firmeza das bebidas integrais e desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento estédo dispostos nas Tabelas 24 e 25.

Tabela 24 — Valores meédios de firmeza nas bebidas integrais de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacbes**
Tempo 1 2 3 4
(dias)
1 0,48 + 0,005 0,42 + 0,001°® 1,82 + 0,027%® 1,79 + 0,020%®
14 0,84 + 0,026 0,67 + 0,070 2,02 + 0,023 1,93 + 0,005
28 0,57 + 0,001 0,60 + 0,001 2,12 + 0,057* 2,03 + 0,023

*Resultados expressos em Newton (N). . Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras

mindsculas iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
maiusculas iguais ndo diferem a p <0,05.

**Formulagbes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com gréos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).
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Tabela 25 — Valores médios de firmeza nas bebidas desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 5 6 7 8
(dias)
1 0,33 + 0,032°® 0,37 £ 0,017 1,46 + 0,002% 1,33 + 0,052

14 0,77 + 0,001 0,49 + 0,010°® 1,69 + 0,047 1,60 + 0,035
28 0,71 + 0,043 0,78 + 0,010 1,70 + 0,006 1,54 + 0,044

* Resultados expressos em Newton (N). Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras

minusculas iguais n&o diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras
mailsculas iguais néo diferem a p<0,05.

**Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com grdos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

As formulagdes integrais (2, 3 e 4) e as desnatadas (5, 6, 7 e 8) tiveram
aumento de 13 a 115 % de firmeza durante armazenagem, sendo as maiores
variagbes nas formulagcées com graos (2, 5 e 6). A formulacdo 1 teve aumento da
firmeza até o 14° dia, seguido de diminuicdo, mas igualando-se ao valor inicial. As
formulacdes fermentadas com cultura “starter” (integrais 3 e 4 e desnatadas 7 e 8)
apresentaram valores de firmeza superiores aos das formulagbes com graos
(integrais 1 e 2 e desnatadas 5 e 6) durante todo o periodo de estocagem. N&o foi
observada influéncia da presenca de inulina.

Buriti et al. (2008) observaram aumento da firmeza em queijos cremoso
durante as duas primeiras semanas de armazenamento, e 0s valores permaneceram
estaveis entre a segunda e a terceira semana. Para Guven et al. (2005), a firmeza
dos iogurtes permaneceu inalterada durante os 28 dias de estocagem.

Kailasapathy (2006) afirmou que a pés-acidificagdo em iogurtes durante o
periodo de estocagem e consequentemente rearranjo da caseina, pode resultar em
estrutura mais firme.

O teor de sinérese das bebidas integrais e desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento estédo dispostos nas Tabelas 26 e 27.
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Tabela 26 — Valores médios de sinérese nas bebidas integrais de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulagbes**

Tempo 1 2 3 4

(dias)

1 26,52 + 0,417*° 26,87 + 0,260*" 23,92 + 0,417 26,45 + 0,385
14 27,33+0,333*® 27,27+0,430* 23,00+ 0,350™ 22,67 + 0,494
28 31,67 + 1,430 26,48 + 1,365™ 22,23 + 0,498 23,75+ 0,443°%®

*Resultados expressos em mL /100g de produto. Médias na mesma linha acompanhadas de letras minUsculas
iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas
iguais néo diferem a p<0,05.

**FormulagBes 1(Kefir integral fermentado com grdos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com grédos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Tabela 27 — Valores médios de sinérese nas bebidas desnatadas de Kefir durante o

periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacdes**

Tempo 5 6 7 8

(dias)

1 32,25+ 0,281%* 31,57 + 0,392% 32,78 + 0,239% 30,67 + 0,511%
14 30,67 + 0,422°® 36,75 + 1,153% 25,00 + 0,258° 32,25 + 1,320"8
28 39,83 + 1,014 46,58 + 1,987 29,70 + 0,998%® 33,70 + 0,792

* Resultados expressos em mL /100g de produto. Médias na mesma linha acompanhadas de letras mindsculas
iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas
iguais ndo diferem a p <0,05.

**Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com gréaos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Durante a armazenagem foi observada que as formulacbes 2 e 3 né&o
tiveram variacdo na sinérese, as formulacdes 1, 5, 6 e 8 aumento e as formulacdes 4
e 7 tiveram reducédo nos valores. No 28° dia, observou-se que houve maior perda de
liquido nas formulagbes fermentadas com graos (1, 2, 5 e 6) do que nas fermentadas
com cultura “starter” (3, 4, 7 e 8). De forma geral, a sinérese foi maior nas bebidas
desnatadas do que nas integrais.

Achanta, Arayana e Boeneke (2007) atribuem o aumento da sinérese ao

decréscimo do pH durante a estocagem, que provoca contracao da matriz micelar de
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caseina, aumentando a expulsao de soro. No presente estudo, as formulagbes 1, 5 e
6 apresentaram maior diminuicdo do pH e consequentemente maior sinérese.

Para Aportela-Palacios et al. (2005), valores de sinérese menores que 39 %
sdo considerados satisfatérios em iogurtes. Os autores também concluiram que a
presenca de fibras diminui a sinérese. Guven et al. (2005) observou diminuigéo (17
%) da sinérese em iogurtes desnatados com inulina durante 15 dias de
armazenagem. No presente estudo nao foi observado efeito da inulina sobre a
sinérese.

As formulagbes fermentadas com graos de Kefir eram homogenizadas e
peneiradas para retirar os graos, devido a quebra da estrutura (gel) formada durante
a fermentacdo essas bebidas retém menos agua, enquanto que as com cultura
“starter” eram fermentadas direto nos coletores de armazenamento.

As andlises de viscosidade foram realizadas nas bebidas Kefir
homogenizadas e mantidas a 4 °C. Os resultados das bebidas integrais e

desnatadas estdo apresentados nas Tabelas 28 e 29.

Tabela 28 — Valores médios de viscosidade nas bebidas integrais de Kefir durante o
periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacdes**

Tempo 1 2 3 4

(dias)
1 3854,75 + 15,08°®  4050,00 + 50,0°° 5300,00 + 0,05* 3340,00 + 40,5
14 4041,25 + 1,25  4310,00 + 5,77® 4880,00 + 14,14°°  5200,00 + 20,41

28 3651,00+ 10,37°°  4565,00 + 12,58 4980,00 + 0,02% 4540,00 + 14,14

*Resultados expressos em cP. Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras miniusculas
iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas
iguais ndo diferem a p <0,05.

*Eormulagfes 1(Kefir integral fermentado com grédos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina,
fermentado com grédos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).
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Tabela 29 — Valores médios de viscosidade nas bebidas desnatadas de Kefir

durante o periodo de armazenamento a 4°C*

Formulacdes**
Tempo 5 6 7 8
(dias)
1 2595,00 + 5,00°®  2460,00 £ 0,02°®  3375,00 + 9,57**  3085,00 + 20,61°°
14  2760,00 £ 0,02” 2585,00 + 5,00*  3385,00 + 5,00  3380,00 + 8,16
28 486,00 + 2,00°°  2140,00 + 0,02°°  3265,00 + 9,57°®  2920,00 * 14,14

* Resultados expressos em cP Médias + desvio padrdo na mesma linha acompanhadas de letras minidsculas

iguais ndo diferem a p<0,05. Médias * desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas
iguais ndo diferem a p<0,05.

**Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com grdos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado

adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

As formulacdes desnatadas foram menos viscosas que as integrais durante
todo o armazenamento. De maneira geral, as formulagbes preparadas com graos
foram menos viscosas que aquelas preparadas com cultura “starter”. As formulagdes
integrais 1 e 3 tiveram diminuicdo da viscosidade, enquanto que a 2 e 4, que
continham inulina, tiveram aumento da viscosidade durante o periodo de
armazenamento. No 28° dia a formulacdo 1 fermentada com grédos de Kefir foi a
menos viscosa (3651 cP) e a 3 e 4, fermentadas com cultura “starter”, as mais
viscosas (valor médio de 4760 cP). Nas formulacbes desnatadas todas tiveram
diminuicdo da viscosidade durante o armazenamento e no 28° dia a formulacdo 5
fermentada com gréos de Kefir foi a menos viscosa (486 cP) e a 7 fermentada com
cultura “starter” a mais viscosa (3265 cP).

Wréblewka et al. (2009) observaram aumento da viscosidade de 340 cP no
1° dia de armazenamento a 4 °C para 399 cP no 14° dia, em bebidas de Kefir
integrais fermentadas com graos.

Para Kefir, Irigoyen et al. (2005) observaram diminuicdo da viscosidade
durante o periodo de estocagem de bebidas produzidas com 1 e 5 % de gréos,
sendo o maior valor nas amostras com maior quantidade de grédos. Enquanto que,
para iogurtes foi observado aumento da viscosidade durante o periodo de
estocagem. Yazici e Akgun (2004) verificaram aumento da viscosidade durante o

periodo de estocagem em iogurte integrais e desnatados.
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Ertekin e Guzel-Seydim (2010) avaliando amostras de Kefir integral, Kefir
desnatado e Kefir desnatado com 2% de inulina relatam aumento da viscosidade

aparente em todas as amostras durante sete dias de armazenagem.
5.4.3 Contagem Microbiologia
As contagens de bactérias acido lacticas, acido acéticas e leveduras das

bebidas integrais e desnatadas de Kefir durante o periodo de armazenamento estao

dispostas nas Tabelas 30 e e 31 respectivamente.
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Tabela 30 — Valores médios das contagens de bactérias acido lacticas, acido

acéticas e leveduras nas bebidas integrais de Kefir durante o periodo de

armazenamento a 4°C*

Formulacdes

Meio  Tempo 1 2 3 4 Média
(dias)
MRS 1 12,84 +0,17* 12,50 +0,02**  11,77+0,37* 11,59 +0,28™
14 10,87 £0,18%°  11,54+0,32*® 10,78+ 0,30%® 11,46 + 0,51*
28 11,24 +0,28%®  11,47+0,44®  1161+0,38*  11,53+0,38*"
M17 1 12,97 +0,22 12,97 +0,22 13,47 +0,01 12,32+0,12  12,93+0,11"
14 12,49 +0,11 12,24 + 0,09 12,30 + 0,11 11,06 +0,42 12,02 +0,15°
28 12,70 + 0,13 12,89 +0,18 13,12 + 0,03 11,99 +0,47 12,67 +0,15"
Media 1227+010°  12,70+012°  1296+012°  1178+024°
APT 1 10,51 +0,16™ 10,72 +0,05®  10,71+0,05®® 10,06 + 0,18"
14 10,61 +0,24°®  11,30+0,10* 10,58 + 0,21 9,63 + 0,38%°
28 11,15+0,12**  11,21+0,06* 11,18 +0,06** 11,51 +0,30*
BAC 1 10,81 +0,03*° 11,01 +0,01*® - -
14 12,06 + 0,18 12,06 + 0,18 - -
28 11,32 + 0,19 11.92+0,00% - -
YEC 1 8,97 + 0,22%® 8,89 + 0,20%° 8,82 +0,21* 7,97 £ 0,22
14 9,08 + 0,18 9,14 + 0,23*® 7,47 + 0,01 7,57 + 0,01
28 9,91+0,15*  10,12+0,16™ 9,05 + 0,25™ 9,28 + 0,26™

*Resultados expressos em log UFC g~. Médias + desvio padrdo acompanhadas de letra minGsculas iguais, na

linha, ndo diferem a p<0,05. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras maiGsculas

iguais, na coluna, para cada meio, ndo diferem a p<0,05.
*Eormulagfes 1(Kefir integral fermentado com graos de Kefir), 2 (Kefir integral adicionado de inulina, fermentado

com grdos de Kefir), 3 (Kefir integral fermentado com cultura “starter” de Kefir), 4 (Kefir integral adicionado de

inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).
Agar MRS = seletivo para bactérias acido lacticas, agar M17= seletivo para lactococos, agar APT= seletivo para

leuconostoc, agar BAC = seletivo para bactérias acido acéticas e agar YEC = seletivo para leveduras.
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Tabela 31 — Valores médios das contagens de bactérias acido lacticas, acido
acéticas e leveduras nas bebidas desnatadas de Kefir durante o periodo de

armazenamento a 4°C*

Formulacdes

Meio Tempo 5 6 7 8 Média
(dias)
MRS 1 11,97 + 0,22 10,97 +0,22  11,80+0,18 11,20+0,56 11,48 +0,18"
14 11,74 +0,34 11,78 +0,11  11,24+009  11,02+021  11,44+0,12"
28 11,53 + 0,01 10,89 +0,45  11,18+0,13  1151+049 11,27 +0.17"
 Média 1179+0,13°  11,21+018" 11,40+010® 1124+024°
M17 1 12,97 + 0,22 1347+001 1347+001  1347+001 1334007
14 11,93 0,19 1209+019  12,93+021  1247+022 1235%013°
28 11,84 + 0,12 10,88+045 11,66+038  11,51+049 11,47%020°
~ Média 1224+0,16® 1214+030° 1268+023" 1248+026®
APT 1 10,54 + 0,32 11,10+0,12** 9,93+0,21"® 10,14 +0,18"
14 11,20+ 0,48® 10,10+ 0,26"® 9,64 +0,45® 10,06 + 0,16
28 11,18 +0,08*  11,22+0,05* 11,04+0,18* 11,19 +0,07*
BAC 1 10,18 +0,00°° 10,19 + 0,01** - -
14 11,45+0,11* 10,26 + 0,13 - -
28 10,98 +0,15® 9,47 + 0,01°® - -
YEC 1 8,98+0,33*"  908+0,34™" 880+0,33"  7,97+0,22"
14 8,69+0,13™®  800+0,22" 850+0,38"™  939+0,34*
28 9,45+0,22"  9,64+0,10° 10,04%0,19%* 9,09 + 0,28

*Resultados expressos em log UFC g~. Médias + desvio padrdo acompanhadas de letra minGsculas iguais, na
linha, ndo diferem a p<0,05. Médias + desvio padrdo na mesma coluna acompanhadas de letras mailsculas

iguais, na coluna, para cada meio, ndo diferem a p<0,05.

**Eormulagbes 5 (Kefir desnatado fermentado com graos de Kefir), 6 (Kefir desnatado adicionado de inulina,
fermentado com graos de Kefir), 7 (Kefir desnatado fermentado com cultura “starter” de Kefir), 8 (Kefir desnatado
adicionado de inulina, fermentado com cultura “starter” de Kefir).

Agar MRS = seletivo para bactérias acido lacticas, agar M17= seletivo para lactococos, agar APT adicionada de
sacarose e azida sodica = seletivo para leuconostoc, agar BAC = seletivo para bactérias acido acéticas e agar

YEC = seletivo para leveduras.

Nas contagens de bactérias acido lacticas (MRS), as bebidas integrais
fermentadas com gréaos de Kefir (1 e 2) tiveram diminui¢cdo de 1 log na viabilidade,
enquanto que as fermentadas com cultura “starter” (3 e 4) n&o tiveram variagdo. No
28° dia as quatro formulagdes apresentaram contagens semelhantes (valor médio de
11,46 log UFC g%). As bebidas desnatadas (5, 6, 7 e 8) tiveram comportamento
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semelhante ao longo do armazenamento (Frormulagio X tempo de armazenamento, P> 0,05), €
observou-se que nao houve variagdo na contagem de bactérias acido lacticas.
Durante a armazenagem a formulagéo 5 apresentou maior contagem (11,79 log UFC
g!) que as formulacdes 6 e 8 (valor médio 11,22 log UFC g%).

Irigoyen et al. (2005) relataram que niveis de lactobacilos diminuiram 1,5 log
entre 0 sétimo e décimo quarto dia em formulacdes integrais com 1 e 5 % de graos
de Kefir. Ja Kilic et al. (1999) observaram aumento de 1 log na contagem de
lactobacilos nos 4 primeiros dias de armazenamento em Kefir integrais.

Ertekin e Guzel-Seydim (2010) avaliando Kefir integral, e Kefir desnatado
sem e com 2 % de inulina encontraram contagens de Lactobacillos spp entre 9,1 a
9,4 log UFC mL™ no 1° dia e 9,7 @ 9,9 log UFC mL™ no 7° dia de armazenamento.

Wréblewka et al. (2009) observaram contagens de bactérias acido lacticas
4,4 10® no 1° dia de armazenamento e 1,60 10% no 14° dia em bebidas de Kefir
integral fermentada com graos de Kefir.

Para lactococos (M17), tanto as formulagdes integrais como as desnatadas
tiveram comportamento semelhante durante o armazenamento (Frormulacao X tempo de
armazenagem, P> 0,05). Nas integrais (1, 2, 3 e 4) houve diminui¢do na contagem do 1°
para o 14° dia, seguido de aumento do 14° para 28° dia, dessa forma o valor se
igualou ao inicial (12,5 log UFC g%). A formulacdo 4 (média de 11,78 log UFC g™
apresentou menor contagem, em 1 log, que as demais. Nas formula¢cbes desnatadas
(5, 6, 7 e 8) houve diminuicdo de 2 log durante o periodo de armazenagem (média
de 11,47 log UFC g™). Verificou-se que a formulagéo 7 (fermentada com cultura
“starter”) possuia maior contagem (12,68 log UFC g*) que a 6 (fermentada com
gréos de Kefir) (12,14 log UFC g*), e as demais valores intermediarios.

Ertekin e Guzel-Seydim (2010) encontraram contagens de Streptococcus
spp no Kefir integral e Kefir desnatado sem e com 2 % de inulina entre 9,3 a 9,8 log
UFC mL™ no 1° dia e entre 9,5 a 9,9 log UFC mL™ no 7° dia de armazenamento. Kili
et al. (1999) observaram aumento das contagens de lactococos em Kefir integrais
durante os trés primeiros dias de armazenagem (4°C).

Para leuconostoc (APT) as formulacdes integrais (1, 2, 3 e 4) tiveram
aumento das contagens durante os 28 dias de armazenagem. No 28° dia as
contagens tornaram-se semelhantes (valor médio 11,26 log UFC g) para as quatro
formulacGes. Nas desnatadas fermentadas com graos de Kefir (5 e 6), a contagem

no final do armazenamento foi semelhante a inicial, enquanto que nas fermentadas
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com cultura “starter” (7 e 8) houve aumento de 1 log na viabilidade. Dessa forma, no
28° dia, as quatro formula¢cdes apresentaram valores semelhantes (valor médio de
11,16 log UFC g™).

Observou-se aumento na viabilidade de bactérias acido acéticas (BAC) nas
formulacdes integrais com graos (1 e 2) durante a estocagem. No 28° dia, a
formulacdo 1 apresentou menor contagem (11,32 log UFC g*) que a 2 (com inulina)
(11,92 log UFC g%). A bebida desnatada 5 teve aumento de viabilidade, seguido de
diminuicdo, enquanto na 6 (com inulina) houve diminuigdo, dessa forma no 28° dia
de armazenamento sua contagem foi menor em 1 log que a formulacéo 5 (10,98 log
UFC g™).

Para as leveduras (YEC), as formulacdes integrais 1, 2 e 4 tiveram aumento
de viabilidade, e para a formulacdo 3 a contagem final foi semelhante a inicial, mas
ao final do periodo de estocagem, as formulacbes com cultura “starter” (3 e 4)
apresentaram menores valores (valor médio de 9,16 log UFC g™*) que aquelas com
grdos de Kefir (1 e 2 ) (valor médio de 10,0 log UFC g*). Todas formulacdes
desnatadas (5, 6, 7 e 8) tiveram aumento do numero de leveduras durante o
armazenamento. No 28° dia a formulacéo 8 (com inulina) apresentou contagem de 1
log a menos que a 7 (10,0 log UFC g™) e as demais valores intermediarios.

Para Ertekin e Guzel-Seydim (2010) as contagens de leveduras em bebidas
integrais e desnatadas de Kefir sem e com 2% de inulina foram entre 5,3 a 5,6 log
UFC mL™ no 1° dia, e 5,2 a 5,5 log UFC mL™ no 7° dia de armazenamento.

Irigoyen et al. (2005) observaram maiores contagens de leveduras durante o
armazenamento em Kefir adicionados de 5 % de grdos (10° UFC mL™), enquanto
gue nas formulacdes com 1% de graos verificaram diminuicdo entre o 14° e 21° dia
(10° para 10° UFC mL™).

Alguns autores reportaram que prebiéticos, como a inulina, sédo capazes de
aumentar a viabilidade de microrganismos probioticos durante a fermentacdo e
estocagem de iogurtes e outros produtos lacteos (ARAYNA, 2007; HOZER e
KIRMACI, 2010; MADRIGAL e SANGRONIS, 2007). Neste estudo nao foi possivel
verificar se a inulina influenciou a viabilidade dos microrganismos.

No presente estudo algumas amostras de Kefir desenvolveram forte odor
fermentado e bolores na sua superficie a partir do 14° dia de armazenamento,
provavelmente devido a alta acidez das bebidas e a presenca de oxigénio nas

embalagens.
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5.4.4 Coliformes Totais e Coliformes a 45° C

N&o foram encontrados coliformes totais e coliformes a 45° C em nenhuma
das formulagbes, no primeiro e no 28° dia de armazenamento, atendendo aos
padrbes microbioldgicos sanitarios da resolu¢do RDC 12 da anvisa (2001). Durante
a elaboracdo das bebidas foram empregadas boas praticas de fabricacdo e
embalagens estéreis para armazenamento, evitando a contaminacao por coliformes,
além do efeito da microbiota presente nos iniciadores da fermentacdo. Segundo
Garrote, Abraham e Antoni (2001), os &cidos lacticos e acéticos produzidos pelos
graos ou cultura “starter” de Kefir durante o processo de fermentacdo inibem o
desenvolvimento de Escherichia coli. Culturas “starter” com bactérias acido acéticas
possuem maior potencial de inibicAo do que as compostas s6 com bactérias acido

lacticas e leveduras.
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6 CONCLUSOES

Parte 1: Caracterizacdo quimica e microbiologica dos gréos e da cultura

“starter” de Kefir

As caracteristicas quimicas dos graos de Kefir utilizados sao
semelhantes as relatadas na literatura. Os graos possuem maior
namero de bactérias e leveduras que a cultura “starter”, porque as
bactérias e leveduras se desenvolvem de acordo com o meio e as
condicbes de manutencdo desses graos, enquanto, as culturas sao

compostas por microrganismos selecionados;

Parte 2: Caracterizacdo quimica, fisica e microbioldégica das bebidas néo

adocadas de Kefir

O tipo de leite UHT (integral ou desnatado), a quantidade de leite em
po adicionada, a presenca ou ndo de inulina e o tipo de iniciador da
fermentacdo (gréos ou cultura “starter”) interferem nas caracteristicas
guimicas, fisicas, microbiolégicas e sensoriais das bebidas;

A inulina Raftiine HP ndo é hidrolisada durante o processo de
fermentacdo; e ndo resulta em alteracdo de cor e contagens de
bactérias e leveduras, mas exercem influéncia na firmeza e

viscosidade das bebidas;

O teor de gordura do leite influencia a cor, teor de lactose, firmeza,
sinérese e viscosidade, e ndo exerce influéncia nas contagens de

bactérias e leveduras das bebidas;

Os iniciadores da fermentacdo (gréos ou cultura) afetam a firmeza, a
viscosidade, e o pH das formulac¢des, mas ndo exercem influencia na

acidez, teor de lactose, cor, sinérese e contagem microbiologica.
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Parte 3: Caracterizacao fisica e sensorial das bebidas adogadas de Kefir

e A adicdo de sacarose e homogenizacdo diminuem a firmeza e a

viscosidade das bebidas;

e O teor de gordura do leite influencia as caracteristicas sensoriais de
cor, textura granulosa, cremosidade, viscosidade, aroma e gosto
acido. Os iniciadores da fermentacdo influenciam a consisténcia,
cremosidade, aroma doce e gosto doce das bebidas. A presenca de

inulina ndo exerce influéncia significativa;
e A formulacao integral adicionada de inulina e fermentada com cultura
“starter” foi a mais aceita sensorialmente e a desnatada fermentada

com graos de Kefir a menos aceita.

Parte 4: Coportamento quimico, fisico e microbiolégico das bebidas nao

adocadas durante o armazenamento refrigerado a 4°C

ocorre 0 processo de pos-acidificacdo, por meio do consumo de lactose e
formacgédo acido. Como consequéncia da formacdo de acido ha aumento de
firmeza e sinérese, e queda de viscosidade dos Kefir. Tais eventos sdo mais
acentuados nas formulacdes fermentadas com grdos do que com cultura.
Dessa forma, a utlizacdo de cultura “starter” resulta em Kefir com
caracteristicas quimicas e fisicas mais estaveis, durante o periodo de

armazenamento, do que as produzidas com graos;

a acao da inulina sobre a viabilidade dos microrganismos textura e acidez das
bebidas é pouco evidente. A degradacdo da inulina € menor que 10 % e as

bebidas ainda podem ter efeito prebidtico para os consumidores.

nas formulagbes desnatadas de kefir, as alteracdes na textura sdo mais

perceptiveis;
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ocorre pequena variagdo no numero de bactérias acido lacticas e acido
acéticas e aumento de leveduras. A contagem dos diferentes microrganismos
situa-se entre10® a 10" UFC g*, sendo suficiente para ter agéo probiética ao
consumidor. A viabilidade dos microrganismos independe do iniciador da

fermentacao (graos ou cultura “starter”) do Kefir.
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ANEXO 1 - INFORMACOES TECNICAS DA CULTURA STARTER DE KEFIR

Description

General
information

Application

Acidification
information

www.saccosrl.it

Lyofast MT 036 LV

Technical sheet

Lyofast MT 036 LV is a undefined culture consisting of strains of Lactococcus
lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetyvlactis,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc, and the yeast Saccharontyces cerevisiae to
ensure a uniform and controlled production of fermented milk like Kefir.

Please see the general information sheet accessible on www. saccosrl.it about
explanatory remarks to the items mentioned. Furthermore, you will find
information about specifications, GMO, allergens, package data, storage, shelf
life, safety information, Kosher and ISO certificates, and service.

The following may be used as inoculation guidelines:

Product examples Inoculation level UC/100 1
Fermented milk like Kefir 1-3

Acidification profile
Inoculation level corresponding to 1 UC per 100 litres milk.

6.7

N

5.2 ]
1 25°C \
4.7 ]

4.2 ]

pH

0 5 10 15 20

Time/Hours

Standard activity
Expressed as temperature/time/pH relations: 25°C/15 hours/pH 4.5 £ 0. 1.

1/2 En-MT 036 LV-1206-3



ANEXO 2 — INFORMACOES TECNICAS DA INULINA HP, ORAFTI

Description

bene

orafti

Orafti®HP is a High Performance Inulin. It is a food ingredient consisting of chicory inulin,
from which the smaller molecules were removed (patent pending).

chicory inulin

Compositional Specifications

is a mixture of oligo- and polysaccharides which are composed of fructose units
linked together by R(2-1)linkages. Almost every molecule is terminated by a
glucose unit. The total number of fructose or glucose units (= Degree of
Polymerisation or DP) of chicory inulin ranges mainly between 2 and 60.

All values expressed on dry matter.
Analytical Methods : see our Technical Brochures.

Inulin
Inulin DP 25
Glucose + fructose + sucrose

Dry Matter (d.m.)
Carbohydrate content
Average DP of the inulin
Ash (sulphated)
Conductivity (15 Brix)
Heavy Metals

pH (10°Brix)

Microbiological Specifications

>99.5%
299 %
£05%

97+15%

>99.5%

223

<02%

<250 uS

Pb, As each < 0.1 mg/kg
Cd, Hg each < 0.01mg/kg
50-7.0

All values expressed on dry matter.
Analytical Methods : see our Technical Brochures.

Mesophilic bacteria - total count
Yeasts

Moulds

Thermophilic aerobic spores
Anaerobic H,S producing thermohilic spores
Enterobacteriaceae

Bacillus cereus

Staphilococcus aureus
Escherichia coli

Clostridium perfringens
Clostridium botulinum
Salmonella

Listeria

HP A4-05-09-07.doc

max. 1000/g
max. 20/g
max. 20/g
max. 1000/g
max. 25/g
absentin1g
max. 100/g
absentinig
absentin1g
absentin1g
absentin1g
absent in 100 g
Absentin 25 g

o

12

BENEO-Orafti + Aandorenstraat 1, B - 3300 Tienen Belgium - Phone +32 16 801 301 - Fax +32 16 801 308 - info@BENEQ-Orafti.com « www.BENED-Orafti.com
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Labellina

orafti

All values are average values expressed per 100 g commercial product.
Carbohydrates 0 (97")

Gluten absent

Sugars 0 Lactose absent

Dietary Fibre? 97 Milk/meat/egg components ~ absent

Protein absent Seed/soy components absent

Fat absent Insecticides, pesticides absent

Vitamins and Minerals Negligeable Nuts, nut components absent

Caloric value ? 97 kcal/407 kJ

Colza absent

Broteinheite 4 0 Other allergens absent
Enzymatic activity absent

N.D. = Not Detectable N/A = Not Applicable
1) including dietary fibre
2) measured by AOAC Method 997.08

Folate absent

3) based on a caloric value of 1 kcal/g for pure inulin. To be adapted to local regulations.

4) in accordance with German regulations.

Other Information (see also our Technical Brochures)

Aspect Fine white granulated powder
Behaviour ~ Hygroscopic

Taste Neutral, not sweet, without aftertaste
Solubility in water 20 g/l at 25°C - 300 g/l at 90°C

Wettability in water Good.
Dispersability in water Requires stirring.
Properties and Applications See our Technical Brochures.
Particle Sizes  See document * Particle Sizes”.
Density Approx. 490 + 40 g/l
Labelling - Ingredients List Inulin
Safety Safe. Not toxic. Not dangerous.

Excessive consumption may cause laxative effects.
Is, like other fine powders, when mixed with air and ignited,
capable of causing an explosion.

Packaging Paper bags on pallets, see 'Packaging Sheet Powders'

Optimal storage conditions Cool and dry, in its original airtight packaging.
Maximum durability See packaging (minimum 18 months upon delivery)
Transport conditions  According to document 'Transport Conditions'

Irradiation Not irradiated

GMO Not containing GMOs or GMO-derived components.
Not produced using GMO-based technology.

Kosher Certified, Orthodox Union
Halal Certified, Halal Feed and Food
Inspection Authority

Plant origin Suitable for vegetarians & vegans

Produced by BENEO-Orafti — see
address on packaging label

Represented by :

To the best of our knowledge, this information is reliable but should not be considered as a warranty of any kind.
Specifications miaht be subiect to chanae without notice

HP A4-05-09-07.doc

22
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ORAFTI SA
Rue L. MARECHAL 1
8-4360 OREYE - BELGIUM

Date of shipping :21.09.2007

Ship to : CLARIANT SA

Product 142002012 BENEO HP BAG 20KG (800KG)

Batch nr : HPAHR7GJR7( pal. from: 02 to 15 )

Best before date :27.07.2010

Quantity g 20,00 KG Date of production 1 27.07.2007.

Analysis: * Values Norms

Specifications:

ORAFTI phys/chem parameters packaged Dry matter 98.3% 955 - 98.5
pH 6.1 50-70
ORAFTI Spectrometry packaged Inulin (% DM) 99.9 % 99.6 - 100.0
Glucosetfructose+sucrose(%DM) 0.1% 00 -05
ORAFTI Microbiology Total count(/g d.m.) 12 0 -1000
Yeasts(/gd.m.) 8 0-20
Mouids(/g d.m.) 0 0-20

|
| Customer note:

! Customer note for materiat: ]

Quality Department

Page:1/1
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ANEXO 3 - APROVACAO DO PROJETO DE DISSERTACAO PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA ENVOLVENSO SERES HUMANOS DA UNIVERSIDADE

ESTADUAL DE LONDRINA

Univensidade
Feradual de Lonadniea

I‘W( & A EVEA LR A

COMITE DE ET]CA. ENM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana -
Registro CONEP 268

PARECER CEP N° 183/08 "Londrina, 04 de margo de 2009,
CAAE N° 0177.0.268.000- 08 _ _ -

F‘ESQUISADOR{A) SANDRA HELENA PRLUDENCIO

Ilmo(a} Sr(a)

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” de acordo com as
orientacHes da Resclucio 196/96 do Conselho Nacional de Salde/MS e Resolugbes Complementares,
APROVA a execucido do projeto:

j“ELABORACAO E CARACTERIZACAC FISICO QUIMICA, MICRDB]OLOGICA E SENSORIAL DO
'KEFIR COM ADL@AD DE INULINA" .

i Informamos que a Sr(a) devera comunicar, por escrito, gualguer modificagido gue
ocorra no desenvolvimente da pesquisa, bermn como devera apresentar ao CEP/UEL relatdrio final da

pesquisa.

Situagdo do Projeto: APROVALDO

 Atencicsamente,

Profi. Dra. é@%%}?a Cosia

Comité de Efica em Pisqwsa CEP/UEL
Coord_/n dora

Campas Universiti io: Redoviz Calu Garca Cod [P 445). bm 30 - Fane (421371 4000 FABX - Faa 2352540 - Caixa Fostal 001 - CEI 8601590 - Tnternat el pzitw v, e br

Hospind LinkersitiicnyCentre de Cidncias dn Saride: A, Robert Woch, 80 - ¥ila Droerdia - Fome (84531 351 2000 PABX - Fax 5370040 ¢ J57-7495 - Caixg Pustal T - CEF R&034 410

LONTRINA - FARAM A 5 RARAKIL,

Form, Codino | 1754 — Farmanta Ad QIS Fmm)



135

ANEXO 4 - FICHA DE RECRUTAMENTO DE PROVADORES OU JUGADORES
PARA TESTE SENSORIAL DESCRITIVO E TERMO DE CONSENTIMENTO

QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE PROVADORES OU JULGADORES (Teste
descritivo)

Vocé ja deve ter ouvido falar de julgadores profissionais de vinhos que diferenciam vinhos
de safras diferentes apenas pelo odor. O que torna esses julgadores capazes de tal facanha
é, principalmente, o treinamento que eles recebem.

Neste momento, desejamos formar uma equipe treinada de julgadores, capacitada para
medir a intensidade das caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor, aroma e textura) de
Kefir. Ser um julgador ndo tomara muito de seu tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa
dificil. A equipe de julgadores se reunird semanalmente, por um periodo de 30 minutos, no
Laboratério de Analise Sensorial do DCTA. Esperamos que o0s julgadores tenham
disponibilidade para participar da equipe por cerca de 6 (seis) meses.

Se vocé deseja participar da equipe de julgadores, por favor, preencha este
formulario.

Se vocé tiver alguma duvida, ou necessitar de informacdes adicionais, ndo hesite em entrar
em contato com Flavia (tel: 9936-6274, e-mail: flamontanuci@yahoo.com.br) ou Profa.
Sandra Helena (tel: 3371-4080, e-mail: sandrah@uel.br).

Dados Pessoais:
Nome

Telefone trabalho

Telefone casa

Email

Horarios e dias da semana disponiveis para participar do treinamento:

1. Faixa etaria: 2. Sexo:

() 15-25 ( ) masculino

() 25-35 ( ) feminino

() 35-50

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacéo: 4. Escolaridade:
( ) aluno ( ) 1°grau

() funcionario ( ) 2°grau

( ) professor ()3°grau

( ) outro () outro

5. Indique o quanto vocé aprecia cada um destes produtos:

Gosto Nem gosto/Nem N&o gosto | Nunca provei
desgosto

logurte

logurte com fibras
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6. Ja teve a oportunidade de experimentar Kefir? ? () Sim ( ) Nao
7. Ja participou de algum teste sensorial? ( ) Ndo ( ) Sim

De que tipo? Aceitacdo ( ) Discriminativo ( ) Descritivo ( )
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Teste Descritivo)

Eu, , declaro que
fui satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador, em relagdo & minha participacdo no
projeto de pesquisa “Elaboracdo e Caracterizagdo Fisico-Quimica, Microbioldgica e
Sensorial de Kefir adicionado de Inulina”, na qualidade de provador ou julgador do produto.
Sei que a funcdo da equipe de julgadores é, durante as sessfes de avaliagbes previamente
agendadas, medir a intensidade das caracteristicas sensoriais de aroma, gosto, sabor e
textura em amostras de Kefir. Para tanto, antes da etapa de avaliacdo, os julgadores serdo
selecionados e treinados em avaliar tais amostras. Fui informado de que os Kefir serdo
produzidos a partir de leite integral ou desnatado e adicionados de inulina, tendo inteira
consciéncia de que a ingestdo de tais produtos ndo trarda nenhum risco a minha saude.
Estou ciente de que minha participacdo na equipe sera por um periodo aproximado de seis
meses, conforme descrito no Questionario para Recrutamento de Julgadores, em anexo,
gue respondi por desejar participar desta equipe sensorial.

Entendo que poderei, a qualquer momento, entrar em contato com o0 pesquisador
responsavel (tel. trab.: 3371-4080, tel. res.: 3321-1856) e/ou com o Comité de Etica (tel:
3371-4417), caso haja algum efeito inesperado que possa prejudicar meu estado de saude
fisico e/ou mental. Entendo também que poderei deixar de participar da pesquisa em
qualquer fase, que minha participagdo ndo envolvera quaisquer custos, e que, ao participar,
estarei colaborando para o desenvolvimento de uma dissertacdo de mestrado e o
aperfeicoamento de um profissional. Além disso, ndo coloco qualquer objecdo quanto ao
uso dos dados originados neste projeto para fins didaticos e de divulgacdo em revistas
cientificas brasileiras ou estrangeiras.

Desta forma, sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressdo ou coacdo, concordo
voluntariamente e expresso meu total consentimento em participar do projeto.

Londrina, de de 200__ .
Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador
Responsével
Telefone/e-mail: (Profa. Dra. Sandra Helena Prudéncio)

telefone/e-mail:3371-4080/
sandrah@uel.br
Lab. Andlise Sensorial do DCTA/CCA/UEL



138

ANEXO 5 - FICHA DE RECRUTAMENTO DE PROVADORES OU JULGADORES
PARA TESTE DE ACEITACAO E TERMO DE CONSENTIMENTO

QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE PROVADORES OU JULGADORES (Teste
de Aceitagéo)

Desejamos formar uma equipe de julgadores ou provadores para avaliar a aceitacdo de
Kefir. As amostras serdo produzidas a partir de leite integral ou desnatado, culturas de
bactérias fermentadoras e adicionadas de inulina (fibra alimentar). Ser um julgador néao
tomara muito seu tempo e ndo envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova seré realizada no
Laboratério de Andlise Sensorial do DCTA, leva em torno de 15 minutos e vocé podera
fazé-la no horario em que tiver maior disponibilidade.

Se vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este formulario.

Se vocé tiver alguma duavida, ou necessitar de informacdes adicionais, ndo hesite em entrar
em contato com Flavia (tel: 9936-6274, e-mail: flamontanuci@yahoo.com.br) ou Profa.
Sandra Helena (tel: 3371-4080 ou 3321- 1856, e-mail: sandrah@uel.br).

Dados Pessoais:
Nome

Telefone Telefone casa

E-mail

1. Faixa etaria: 2. Sexo:

() 15-25 ( ) masculino
()25-35 ( ) feminino
() 35-50

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacéo: 4. Escolaridade:
( ) aluno ( ) 1°grau
() funcionario ( ) 2°grau
( ) professor ()3°grau
( ) outro () outro

5. Gosta de iogurte? () Sim ( ) Néao
7. Frequéncia de consumo de iogurte:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Freguentemente - vezes por semana

8. Frequéncia de consumo de iogurte com fibras:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Frequentemente - vezes por semana

9. Ja teve a oportunidade de experimentar Kefir, um fermentado de leite que se parece com
jogurte? () Sim ( ) Néao
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Teste de Aceitacéao)

Eu, , declaro

que fui satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador, em relacdo a minha participacao no
projeto de pesquisa “Elaboracdo e Caracterizagdo Fisico-Quimica, Microbioldgica e
Sensorial de Kefir com Inulina”, na qualidade de provador ou julgador do produto. Sei que a
funcdo dos julgadores é avaliar o quanto gostou das amostras de Kefir fornecidas durante a
sessdo de avaliacdo previamente agendada. Fui informado de que o “Kefir” é um produto
fermentado de leite, que sera produzido a partir de leite integral ou desnatado, culturas de
bactérias fermentadoras e adicionados de inulina (fibra alimentar), e que a ingestéo de tal
produto ndo trard nenhum risco & minha saude por se tratar de um alimento seguro. Estou
ciente de que minha participacdo no teste ira requerer apenas 15-20 minutos, conforme
descrito no Questionario para Recrutamento de Julgadores, em anexo, que respondi por
desejar participar desta equipe sensorial.

Entendo que poderei, a qualquer momento, entrar em contato com o pesquisador
responsavel (tel. trab: 3371-4080 ou tel. res. 3321-1856) e/ou com o Comité de Etica (fone
3371-4417), caso haja algum efeito inesperado que possa prejudicar meu estado de saude
fisico e/ou mental. Entendo também que poderei deixar de participar da pesquisa em
qualquer fase, que minha participacédo ndo envolvera quaisquer custos, e que, ao participar,
estarei colaborando para o desenvolvimento de uma dissertacdo de mestrado e o
aperfeicoamento de um profissional. Além disso, ndo coloco qualquer objecdo quanto ao
uso dos dados originados neste projeto para fins didaticos e de divulgacdo em revistas
cientificas brasileiras ou estrangeiras.

Desta forma, sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressdo ou coacao,

concordo voluntariamente e expresso meu total consentimento em participar do projeto.

Londrina, de de 200 .
Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador Responsavel
Telefone/e-mail: (Profa. Dra. Sandra Helena Prudéncio)

telefone/e-mail:3371-080/sandrah@uel.br
Lab. Andlise Sensorial do DCTA/CCA/UEL



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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