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RESUMO

O permeado de ultrafiltracdo de leite € uma solugao composta principalmente
de lactose, sais, nitrogénio néo proteico, vitaminas e agua. Ele é amplamente gerado
pela industria de laticinios devido a utilizacdo dos processos de filtracdo por
membranas. A ultrafiltracdo vem sendo utilizada para concentrar proteinas do leite e
do soro de leite, a fim de produzir produtos com maior teor de proteinas.
Invariavelmente o permeado é tratado como residuo, podendo gerar danos
ambientais e custos para a industria. Logo, o desenvolvimento de novas aplicagcbes
para este coproduto torna-se importante. O objetivo deste estudo foi avaliar a
viabilidade de elaboragédo de bebida fermentada por microrganismos dos graos de
kefir e carbonatada utilizando o soro permeado de ultrafiltracdo. Foi elaborada
bebida a base do permeado de ultrafiltragao, pasteurizada, fermentada por graos de
kefir, carbonatada e adicionada de aroma natural de limdo. A bebida apresentou
composi¢ao de 0% (m/m) de gordura, 0,12% (m/m) de proteina, 0,49% (m/m) de
residuo mineral fixo e 90,09% (m/m) de agua. O pH do produto variou entre 3,42 e
3,47 e a acidez titulavel variou entre 0,77 e 0,95 g de acido latico por 100 mL, os
quais mantiveram-se estaveis durante 34 dias de armazenamento sob refrigeracéo.
A analise instrumental de cor da bebida indicou que ela apresentou cor clara
amarela-esverdeda. Quanto a qualidade microbioldgica, nenhuma das amostras
apresentou contagens de coliformes a 30 ou 45°C, atendendo aos critérios
estabelecidos pela legislagdo. As contagens de aerobios mesofilos encontraram-se
com valores acima dos determinados pela legislagdo para bebidas lacteas. A
contagem de bolores e leveduras ficaram entre 5,77 e 6,87 Log UFC/mL. As
contagens de bactérias acido-laticas variaram entre 6,39 e 7,02 Log UFC/mL, e
permaneceram viaveis e ativas e na mesma concentragao durante todo o periodo de
armazenamento. O produto apresentou boa aceitacdo sensorial durante o periodo
de armazenamento, com notas acima de 7 na Escala Hedbnica de nove pontos.
Assim, o aproveitamento do permeado de ultrafiltracdo para producdo de bebida

carbonatada e fermentada por graos de kefir mostrou-se viavel.

Palavras-chave: Tecnologia de Membrana. Aproveitamento. Soro de Ultrafiltragao.



ABSTRACT

Milk ultrafiltration permeate is a solution composed mainly of lactose, salts,
non-protein nitrogen, vitamins and water. It is widely generated by the dairy industry
due to the use of membrane filtration processes. Ultrafiltration has been used to
concentrate milk and whey proteins in order to produce products with a higher protein
content. Invariably, the permeate is treated as waste, which can generate
environmental damage and costs for the industry. Therefore, the development of new
applications for this co-product becomes important. The objective of this study was to
evaluate the feasibility of elaborating a fermented beverage by microorganisms from
kefir and carbonated grains using ultrafiltration permeated whey. Beverages based
on ultrafiltration permeate were prepared, pasteurized, fermented with kefir grains,
carbonated and added with natural lemon aroma. The beverage presented a
composition of 0% (m/m) of fat, 0.12% (m/m) of protein, 0.49% (m/m) of fixed mineral
residue and 90.09% (m/m) of water. The pH of the product varied between 3.42 and
3.47 and the titratable acidity varied between 0.77 and 0.95 g of lactic acid per 100
mL, remaining stable during the 34 days of storage under refrigeration. The beverage
color analysis indicated that it presented a light yellow-green color. As for
microbiological quality, none of the samples showed coliform counts at 30 or 45 °C,
meeting the criteria established by legislation. The counts of mesophilic aerobic
bacteria are above those determined by legislation for dairy beverages. The mold
and yeast count was between 5.77 and 6.87 Log CFU/mL. The lactic acid bacteria
counts ranged from 6.39 to 7.02 Log CFU/mL, and remained viable and active at the
same concentration throughout the storage period. The product showed good
sensory acceptance during the storage period, with scores above 7 on the nine-point
Hedonic Scale. Thus, the use of ultrafiltration permeate for the production of

carbonated beverage, fermented with kefir grains, proved to be viable.

Keywords: Membrane Technology. Use. Ultrafiltration Serum.
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1 INTRODUGAO

O permeado de ultrafiltracdo € uma solugdo de sabor salgado composta
principalmente de lactose, sais, nitrogénio ndo proteico e agua (CHEN et al., 2019;
PARASHAR et al., 2015). Ele apresenta uma coloracdo amarelo-esverdeada em
fungcdo do pigmento riboflavina, uma vitamina (B2) hidrossoluvel (FONTES et al.,
2015). O permeado é produzido através do processo de ultrafiltragdo, realizado
através de membranas que separam os componentes com base no tamanho
molecular. Moléculas grandes sdo geralmente retidas na membrana e denominadas
retentado, enquanto moléculas pequenas, como agucares, minerais e vitaminas,
passam através da membrana junto do solvente, que € denominado permeado
(AHMAD e AHMED, 2014; KELLY, 2011; PRUKSASRI, 2015).

A ultrafitracdo € amplamente utilizada nas industrias de alimentos. Nos
laticinios, a ultrafiltracdo vem sendo utilizada para concentrar proteinas do leite e do
soro de leite, a fim de produzir produtos com alto teor de proteinas, como
concentrado de proteina do leite, concentrado de proteina de soro de leite e isolado
de proteina de soro de leite (ETZEL e ARUNKUMAR, 2015; MOHAMMAD, et al.,
2012). Devido este processo tem-se gerado o permeado, que invariavelmente é
descartado como residuo (PARASHAR et al., 2015). Sua eliminagdo usualmente
demanda extensos pré-tratamentos e, portanto, contribui para elevacao dos custos
operacionais da industria (FONTES et al., 2015; PARASHAR et al., 2015).

Assim, o desenvolvimento de novas aplicagdes para este coproduto torna-se
importante, tanto no ponto de vista nutricional como ambiental. O permeado de soro
de ultrafiltracdo é uma solugdo que possui em sua composi¢cao lactose, sais,
nitrogénio nao proteico, vitaminas e agua (CHEN et al., 2019). Essas caracteristicas
permitem sua utilizagdo como ingrediente de bebidas hidroeletroliticas, além de suas
caracteristicas osmoliticas (FERREIRA, 2017). Varios estudos tém sido
desenvolvidos utilizando o permeado como matéria-prima base para elaboracdo de
bebidas, inclusive adicionadas de extratos de frutas a fim de torna-las funcionais, e
com boa aceitagao pelos consumidores nos testes (FERREIRA, 2017; FONTES et
al., 2015; SABIONI et al., 2016; PEREIRA et al., 2015). A producdo de uma bebida
fermentada por graos kefir segue esta linha de pesquisa.

Os graos kefir consistem em uma massa gelatinosa e irregular, branca ou

levemente amarela, com uma textura firme (GARROTE et al., 2001). A composi¢ao
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dos graos inclui Lactobacillus kefir, Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter e
leveduras (BRASIL, 2007). Durante o processo de fermentacdo os microrganismos
constituintes dos graos de kefir produzem uma série de metabdlitos (KESENCAS et
al., 2017). A maioria desses metabdlitos sdo bioativos conferindo aos produtos
fermentados pelos graos de kefir propriedades funcionais (FARAG et al., 2020;
KESENCAS et al., 2017).

Portanto, o desenvolvimento de produtos que tragam beneficios a saude dos
consumidores e que utilizem como matéria-prima coprodutos da industria de
laticinios, que seriam descartados gerando prejuizos ambientais e custos a industria,
tornam-se fundamentais para o setor. Logo, este estudo teve como objetivo
desenvolver uma bebida carbonatada fermentada por kefir a base de soro de leite

permeado de ultrafiltragao.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o desenvolvimento de uma bebida carbonatada fermentada por kefir a

base de soro de leite permeado de ultrafiltragao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Definir o processo de fabricagdo para implantagdo nas industrias,
buscando o aproveitamento do soro permeado de ultrafiltracdo e dos
equipamentos ja disponiveis;

2) Caracterizar a formulagéo da bebida com relagdo as propriedades fisico-
quimicas, microbiolégicas e cor instrumental;

3) Verificar a aceitagao sensorial da bebida desenvolvida;

4) Avaliar a estabilidade em relagcdo ao pH e acidez da bebida durante o
periodo de estocagem, a fim de definir o prazo de validade sob
refrigeragao;

5) Avaliar o uso dos graos de kefir como cultura iniciadora para a produgao

de bebida fermentada a partir de permeado de ultrafiltracao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Foi realizada uma revisao de literatura abordando temas de interesse para o

embasamento e desenvolvimento do trabalho.

3.1 SORO PERMEADO DE ULTRAFILTRACAO

A ultrafitragcdo € um processo de filtragdo por membrana que separa o0s
componentes com base na peneiragdo molecular. As moléculas que nao passam
através da membrana denominam-se retentado e as que passam, permeado. O
processo de ultrafiltracdo é usado para fracionar os solutos em uma solugdo com
base no tamanho ou diferenga de peso molecular. Moléculas grandes sao
geralmente retidas na membrana e denominadas retentado ou concentrado,
enquanto moléculas pequenas, como agucares, minerais e vitaminas, passam
através da membrana junto do solvente e é denominado permeado (AHMAD;
AHMED, 2014; KELLY, 2011; PRUKSASRI, 2015).

A forga motriz para o transporte de solutos através da membrana € o
gradiente de pressao entre os lados opostos da membrana. Pressdes operacionais
nos processos de ultrafiltracdo podem variar na faixa de 2 a 10 bar. O tamanho dos
poros das membranas de ultrafiltracdo podem variar entre 0,001 e 0,2 pm
(PRUKSASRI, 2015). As membranas de ultrafiliracdo sao especificadas através da
sua massa molar de corte (MMC). A MMC corresponde a massa molar das
moléculas que a membrana € capaz de reter, com uma taxa de retencao de 90% ou
mais (ALVES et al., 2014).

As membranas de ultrafiltragdo sao barreiras permeaveis ou semipermeaveis,
e podem ser constituidas por polimeros ou materiais inorganicos (FAEDO et al.,
2013; KELLY, 2011). Uma grande variedade de polimeros pode ser utilizada, sendo
mais frequente uma camada ativa de polissulfona microporosa ou de polietersulfona
depositado em um suporte de polissulfona. Ja dentre os materiais inorgéanicos,
encontram-se o oOxido de zirc6nio e alumina (KELLY, 2011; MOHAMMAD et al.,
2012).

A ultrafiltracdo € amplamente utilizada nas industrias alimenticias com a
finalidade de clarear solu¢gdes e concentrar e/ou fracionar solutos (PRUKSASRI,

2015). Na industria de laticinios a ultrafiltracdo vem sendo utilizada para concentrar
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proteinas do leite e do soro de leite, a fim de produzir produtos ricos em proteinas,
como concentrado de proteina do leite, concentrado de proteina de soro de leite e
isolado de proteina de soro de leite (ETZEL; ARUNKUMAR, 2015; MOHAMMAD, et
al., 2012).

No processo de ultrafiltragdo do soro de leite o material macromolecular,
como proteinas e gorduras, € retido pela membrana enquanto solutos com menor
peso molecular, como lactose, minerais, nitrogénio nao proteico, vitaminas
hidrossoluveis e agua, permeiam a membrana (Figura 1) (ETZEL; ARUNKUMAR,
2015; KELLY, 2011, PARASHAR et al., 2015).

Figura 1 — Esquema do processo de ultrafiltragcao do soro de leite.

Membrana

X
%8%%0 %
00 0]

Legenda:
Permeado
. Proteing
@ Lactose Concentfrado
& Suis ou refentado

Fonte: Adaptado de BALDASSO (2008).

A permeabilidade seletiva das membranas de ultrafiltracdo permite uma
variagao na propor¢cdo de concentracdo dos componentes do soro de leite e o
permeado (Tabela 1). A retencdo das proteinas e a passagem somente de
compostos de baixo peso molecular, permitem a concentragdo (retentado) e

fracionamento dos componentes do soro (BALDASSO et al., 2011).
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Tabela 1 — Composi¢ao média do permeado de soro de leite de vaca.

Componente % (ml/v) Componente mg/L
Agua 95,34 + 0,55 Saodio 460,99 + 15,10
Nitrogénio total 0,020 + 0,005 Potassio 1144,75 + 96,05
Cinzas 0,38 £ 0,10 Calcio 506,11 + 11,58
Carboidratos totais 4,04 +0,54 Magneésio 159,72 + 50,19

Fonte: SABIONI et al. (2016).

O permeado de soro é uma solugdo de sabor salgado composta
principalmente de lactose, sais, nitrogénio nao proteico e agua (CHEN et al., 2019;
PARASHAR et al., 2015). Ele apresenta uma coloracdo amarelo-esverdeada em
fungédo do pigmento riboflavina, uma vitamina (B2) hidrossoluvel presente no leite
que se mantém no permeado de soro. Além da riboflavina, outras vitaminas
hidrossoluveis do complexo B como B3, B5 e B7 também se encontram no
permeado (FONTES et al., 2015).

Os sais encontrados no permeado de soro conferem a esta solugao
caracteristicas eletroliticas (FONTES et al., 2015). O calcio € um mineral importante
para formacdo e manutencdo de ossos e dentes, assim como para o processo de
contracdo muscular. Soédio e potassio contribuem para o equilibrio hidrico corporal e
0 magnésio destaca-se pela sua importancia nos processos intracelulares como
sintese proteica e ativacao enzimatica (FONTES et al., 2015; SABIONI et al., 2016).

A utilizagdo do permeado de soro pela industria ainda ndo € muito explorada
(SABIONI et al., 2016). Algumas das praticas utilizadas pela industria de laticinios
incluem o descarte deste coproduto como residuo, venda de p6 de permeado seco e
incorporagdo na alimentacdo animal (PARASHAR et al., 2015). O seu descarte
como residuo consiste em um grande problema para industria uma vez que possui
alto potencial poluente. Sua eliminagdo usualmente demanda extensos pré-
tratamentos e, portanto, contribui para elevacédo dos custos operacionais da industria
(FONTES et al., 2015; PARASHAR et al., 2015). Assim o desenvolvimento de novas

aplicacdes para este coproduto torna-se relevante.

3.2 APROVEITAMENTO DO SORO PERMEADO DE ULTRAFILTRACAO E SUA
UTILIZACAO NO DESENVOLVIMENTO DE BEBIDAS
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O permeado de soro de ultrafiltracdo € uma solugao rica em lactose (CHEN et
al., 2019). Esse fato tem motivado a sua utilizagdo como fonte de lactose e tem sido
implementada por alguns laticinios (PARASHAR et al., 2015). A lactose € um
importante ingrediente de formulas infantis e no processamento de alimentos. Para
recuperar a lactose presente no permeado de soro de ultrafiltracdo torna-se
necessario a sua desidratagdo e desmineralizagdo. A concentragdo do permeado ¢é
feita em evaporadores, a lactose € cristalizada a partir do concentrado e separada,
dando origem a lactose em p6. O permeado de soro pode ser desmineralizado antes
da desidratacdo, através de nanofiltragdo, para remocdo dos sais minerais e
aumento da concentragao de lactose (CHEN et al., 2019).

Em estudo feito por Massari (2018) o permeado de soro em pd micronizado
foi utilizado em substituicdo a lactose micronizada na fabricacédo de leite
condensado. A lactose micronizada é utilizada a fim de induzir a cristalizagao
orientada. A utilizacdo do permeado de soro em pd micronizado permitiu a
cristalizagdo orientada ndo afetando as caracteristicas fisico-quimicas,
microbiologicas, sensoriais e reoldgicas do leite condensado. Logo a sua utilizagéo
mostrou-se uma boa alternativa para o emprego do permeado de soro. Outra
alternativa para uso da lactose do permeado de soro € a producdo de
biocombustivel. O permeado pode ser utilizado como substrato para fermentacao
por cepas produtoras de etanol (PARASHAR et al., 2015; VIGNAGA, 2017).

Em estudo feito por Barile et al. (2009) a constituicao de oligossacarideos do
permeado de soro foi determinada. Observou-se que ele apresenta uma grande
variedade de oligossacarideos neutros e sialilados. Dos quatorze oligossacarideos
identificados, sete apresentaram a mesma composigdo dos oligossacarideos
presentes no leite humano. Assim, o permeado de soro também pode ser utilizado
como fonte de oligossacarideos para suplementacao de férmulas infantis e nutricao
humana.

Muitas empresas alimenticias tém buscado a reducao do teor de sodio em
seus produtos. O permeado de soro de ultrafiltracdo tem sido sugerido como um
potencial substituto do sal (FRANKOWSKI et al., 2014; SMITH et al., 2016). No
estudo realizado por Frankowski et al. (2014) foi determinado a composi¢ao do
permeado de ultrafiltracdo avaliando-se quais componentes além do sédio
contribuem para o sabor salgado. Acidos organicos, nucleotideos, nitrogénio n&o

proteico (NNP), aldeidos (compostos volateis) e cloreto de potassio (KCI) foram
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identificados. Os acidos organicos com as maiores concentragdes em todos o0s
permeados foram acidos latico e citrico, em menor concentragao foram detectados
acidos orético, urico e hipurico. O potassio foi o mineral mais abundante encontrado
nos permeados. De acordo com os autores, acidos organicos, nucleotideos e NNP
também s&o usados para melhorar sabor e podem ser estimulantes do sabor
salgado. No seu estudo os componentes do permeado de soro de ultrafiltragdo que
apresentaram correlagdo com a intensidade do sabor salgado foram cloreto de
potassio (KCl), acido latico, acido citrico, acido orotico e nitrogénio nao protéico
(NNP). Os permeados provocaram uma maior resposta ao sabor salgado que a
mesma concentragao de cloreto de sddio (NaCl) isoladamente, indicando que seus
outros componentes contribuem para o sabor salgado.

Smith et al. (2016) avaliaram o uso de permeados de ultrafiltragdo, oriundos
de diferentes fontes de fabricagcdo, como substituto do sal em sopas. Eles
verificaram que todos os permeados aumentaram o sabor salgado das sopas. Os
permeados com maior concentracdo de acido latico e com teores de lactose
reduzidos conferiram alto sabor salgado em comparagao aos outros. Além disso, 0s
permeados também conferiram alguns sabores especificos como sabor azedo,
cozido, de batata e de papeldo. Assim, os autores ressalvam que a origem do
permeado deva ser levada em consideragcdo, bem como, o produto a ser adicionado
do permeado.

O permeado de soro também pode ser utilizado como substituto de outros
sélidos lacteos funcionando como fonte de lactose e proteinas em misturas e
produtos de panificagdo. A sua utilizacdo pode conferir crosta marrom aos produtos
de panificacdo, melhorando a aparéncia, cor, sabor e textura do produto final. Sua
aplicacdo também pode auxiliar na reducdo da quantidade de agucar, como
sacarose e xarope de milho, utilizados nos produtos panificados (GERDES;
RICHLANDTOWN, 2011).

A presenca de carboidratos, minerais e vitaminas no permeado de soro de
ultrafiltragcdo e suas caracteristicas osmoliticas também tém estimulado pesquisas
para sua utilizagdo como ingrediente de bebidas hidroeletroliticas (FERREIRA,
2017). Segundo a resolugdo RDC n° 18, de 27 de abril de 2010 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), suplemento hidroeletrolitico é definido como um
produto com a finalidade de ajudar na hidratacdo de atletas. Ela estabelece ainda

que os suplementos hidroeletroliticos sejam compostos por sddio (460 e 1150 mg/L)
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e carboidratos (até 8% m/v) podendo ser adicionados de potassio (até 700 mg/L),
vitaminas e minerais. No que tange a osmolalidade eles sdo categorizados em
isotdnicos e hipotdnicos, devendo apresentar osmolalidade entre 270 e 330
mOsm/kg agua e abaixo de 270 mOsm/kg agua, respectivamente (BRASIL, 2010).

Em estudo realizado por Fontes et al. (2015) o permeado de soro foi utilizado
para o desenvolvimento de uma bebida eletrolitica. Os autores adicionaram
sacarose, acido citrico, benzoato de sédio, sorbato de potassio e aroma artificial de
limdo ao permeado. A bebida manteve a estabilidade microbiologicamente e de
osmolalidade (290 mOsm/kg a 330mOsm/kg) durante o periodo de armazenamento,
assim como conservou suas caracteristicas fisico-quimicas se enquadrando como
repositor eletrolitico.

Ferreira (2017) utilizou o permeado de ultrafiltracdo de soro para elaborar
uma bebida isotbnica adicionada de carotenoides em pd de pequi. A bebida se
manteve estavel durante o periodo de armazenamento e apresentou aceitacéo pelos
consumidores avaliados no estudo. A bebida desenvolvida além de ser isotbnica, se
enquadrando como repositor hidroeletrolitico, também apresentava caracteristicas
bioativas pela presenca de carotenoides.

Sabioni et al. (2016) aproveitaram o permeado de soro de ultrafiltracdo para
elaboracao de bebida funcional, utilizando corantes naturais extraidos do acgai. A
bebida além de ser uma fonte de carboidratos e sais minerais, constituintes do
permeado, também se mostrou fonte de antocianinas e polifendis. Esses compostos
conferiram a bebida propriedades bioativas, possibilitando a sua classificagdo como
alimento funcional. Pereira et al. (2015) utilizou o permeado de ultrafiltracao para
elaboragdo de bebida fermentada a partir da inoculagcdo de graos de kefir e/ou
bactérias probidticas comerciais. Ao permeado foi adicionado polpa de fruta,
sacarose e flavorizante, aquecidos a 25 °C e adicionados de indculos para
fermentagdo. Os indculos consistiram em graos de kefir, fermento comercial
contendo bactérias probidticas (Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus casei e
Lacticaseibacillus rhamnosus) e uma mistura na proporgéo 1:1 de gréos de kefir e
fermento. As contagens de Lactococcus e Lactobacillus ficaram acima de 7 log
UFC/mL em todas as bebidas e acima de 6 log UFC/mL nas fermentadas com kefir e
kefir mais fermento. As maiores contagens foram observadas nas bebidas
fermentadas com a mistura de gréos de kefir e fermento comercial. Apés quatorze

dias de armazenamento as contagens microbianas de Lactobacillus, Lactococcus e
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leveduras ainda permaneceram viaveis. Os resultados obtidos pelos autores
permitram o enquadramento da bebida fermentada produzida como produto
probidtico, de acordo com os padrbes exigidos pela Food and Drug Administration
(FDA).

3.3 ALIMENTOS FUNCIONAIS E PROBIOTICOS

A nocgao de que os alimentos poderiam ter a capacidade de prevenir doencgas
e ser usado como forma de tratamento surgiu ha 2.500 anos, quando Hipdcrates
declarou “faca do seu alimento seu medicamento”. Assim sendo, os alimentos
funcionais sempre estiveram presentes na histéria humana, porém, apenas
recentemente receberam esta denominacdo (EVANGELISTA, 2005). Segundo
CARNEIRO (2010) o pesquisador Metchnikoff, no inicio do século XX, deu origem a
“teoria da longevidade” que pressupunha que o consumo de leite fermentado
eliminava bactérias ruins do intestino e por isso alongava a vida de seus
consumidores assiduos.

Varios fatores tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos com
alegacao de propriedades funcionais. Um deles € o aumento da consciéncia dos
consumidores que, desejando melhorar a qualidade de vida, optam por habitos mais
saudaveis. Para auxiliarem na prevencao de doencas e possivelmente na melhora
de quadros crénicos, os alimentos funcionais devem ser consumidos com maior
frequéncia (MORAES; COLLA, 2006; MAGNONI et al., 2010).

Alimento funcional é definido como aquele que promove beneficios a saude
além de cumprir com a fungdo de nutrir o individuo. Esses alimentos atuam no
organismo auxiliando na prevencdo de doengas, como cardiopatias, neoplasias,
hipertenséo, entre outras (CARNEIRO, 2010). Ha um grande aumento no consumo
dos alimentos funcionais os quais, além de apresentarem caracteristicas nutricionais
e tecnoldgicas peculiares, atendem as exigéncias do consumidor que busca por
alimentos inovadores (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013). Nesse aspecto, as
industrias de laticinios tém buscado o desenvolvimento de produtos alimenticios com
propriedades funcionais, que além de nutritivos oferecam beneficios para a saude
(CARNEIRO, 2010). A fabricagdo de um maior numero de produtos funcionais, por
meio da adigdo de probioticos e prebidticos em alimentos como o iogurte e os leites
fermentados tem se destacado (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).
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Stanton (2003) afirma que os alimentos mais comuns veiculados com
probidticos sdo os leites fermentados e os produtos infantis. Araujo (2007) cita,
ainda, que os produtos lacteos probioticos sdo a alternativa tecnoldgica que melhor
atende ao consumidor, ja que estes buscam produtos inovadores, diferenciados e
benéficos para a promogao da saude e bem-estar. Segundo Roberfroid (2002), outro
fator importante para a tecnologia de producéo de derivados lacteos com probidticos
€ a selecdo de cepas que desempenhe um bom funcionamento em humanos e

simultaneamente sejam tecnologicamente adequadas.

3.3.1 Legislagao brasileira para alimentos com alegacdo de propriedades

funcionais

No Brasil, as regras para alimentos funcionais foram instituidas a partir de
1999 através da portaria n°® 398 de 30/04/99, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define
alimento com alegacdo de propriedade funcional como aquele alimento ou
ingrediente que, além das fungdes nutricionais basicas, quando consumido como
parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguros para consumo sem supervisao médica
(BRASIL, 1999a).

A ANVISA também estabelece que a afirmacao de tais beneficios deve ser
mediante a demonstragao da eficacia. Entretanto, para os nutrientes com fungdes
plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica ndo € necessaria
demonstragao de eficacia para alegac¢ao de propriedade funcional (BRASIL, 1999).

Em 1999, a ANVISA, publicou duas resolucdes relacionadas aos alimentos
funcionais:

e Resolugédo n°18, de 30/04/1999 (republicada em 03/12/1999): aprova o
regulamento técnico que estabelece as diretrizes basicas para analise e
comprovacao de propriedades funcionais e/ou de saude alegadas em rotulagem de
alimentos (BRASIL, 1999b).

e Resolugédo n°19, de 30/04/1999 (republicada em 10/12/1999): aprova o
regulamento técnico de procedimentos para registro de alimento com alegagao de

propriedades funcionais e ou de saude em sua rotulagem (BRASIL, 1999c).
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Com relacao as bactérias probidticas, a Instrugdo Normativa n® 46, de 23 de
outubro de 2007 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que
dispde sobre o regulamento técnico de identidade e qualidade de leites fermentados,
cita que, dentre as bactérias laticas que podem ser usadas no preparo de leites
fermentados encontram-se as probidticas. Sendo elas definidas como
microrganismos vivos, que administrados em quantidades adequadas, trazem
beneficios a saude do hospedeiro, promovendo balanco da microbiota intestinal. E o
seu consumo deve estar associado a uma alimentagao equilibrada e habitos de vida
saudaveis. Ainda, segundo a IN 46, para ser considerado probidtico, o produto deve
conter uma quantidade minima viavel desses microrganismos, que esta na faixa de
108 a 10° UFC/g na recomendacao diaria do produto pronto para consumo (BRASIL,
2007).

Outro fator importante, para que um produto seja considerado probidtico, é
que o alimento deve conter uma ou mais cepas bem definidas, uma vez que os
efeitos probidticos sdo especificos para determinadas cepas em especial. Assim
sendo, a validagao da fungao probidtica ou o monitoramento do impacto probidtico
de uma preparagdo de microrganismos com composigao desconhecida é
cientificamente inaceitavel (SANDERS, 2003).

3.3.2 Microrganismos probioticos

Atualmente, a definicdo de probidticos mais aceita internacionalmente € a
preconizada pela Organizagdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO) e pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Segundo a
FAO/OMS (2002), probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando
ingeridos em determinadas quantidades podem trazer beneficios a saude do
individuo.

Embora o numero de microrganismos que devam ser ingeridos para que se
possa obter as propriedades funcionais ainda n&do seja especificamente
determinado, varios autores especulam alguns valores. Ouwehand et al. (2002)
sugerem 10° UFC/dia e Farnworth (2008) 10 UFC/g ou UFC/mL. Farnworth (2008)
salienta a importancia da quantidade ingerida pois, 0s microrganismos passaram
pelo efeito diluicdo e terdo que enfrentar o ambiente intestinal com pH baixo e

enzimas digestivas. A quantidade ingerida garantira que uma parcela significativa de
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microrganismos permanega viavel e possa atuar no trato gastrointestinal,
proporcionando beneficios. Segundo ANVISA (2007), a quantidade minima viavel
para os probioticos deve estar situada na faixa de 108 a 10° UFC na recomendagéo
diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicagdo do fabricante. Valores
menores podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia.

As bactérias pertencentes ao grupo dos microrganismos probiéticos possuem
a particularidade de tolerancia a acido e bile, o que possibilita a sobrevivéncia ao
trato intestinal, proporcionando o controle da microbiota intestinal e mantendo a
saude. Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium spp. sao exemplos de bactérias
que possuem este perfil (CARNEIRO, 2010). As espécies probidticas mais utilizadas
sdo dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (FAO/OMS, 2001), mas nao
exclusivamente (Tabela 2). No Brasil, cultivos de Lactobacillus acidophilus,
Lacticaseibacillus casei Shirota, Lacticaseibacillus casei variedade rhamnosus,
Lacticaseibacillus casei variedade defensis, Lacticaseibacillus paracasei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a
subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium sao
considerados probioticos (BRASIL, 2007).
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Tabela 2 - Exemplos de microrganismos probioéticos de leites fermentados.

Género Espécie

L. acidophilus
L. casei linhagens Shirota, Imunitass, NCC 208
L. rhamnosus GG
L. johnsonii
L. helveticus
L. delbrueckii ssp. bulgaricus
L. gasseri
L. plantarum
L. paracasei ssp. paracasei e ssp. tolerans
L. reuteri
L. brevis

L. cellobiosus

L. lactis
L. fermentum
L. curvatus
B. bifidum, B. breve, B. longum, B. adolescentis,
Bifidobacterium B. infantis, B. animalis

B. thermophilum
Pediococcus P. acidilactici
Lactococcus Lc. lactis ssp. lactis

Saccharomyces S. boulardii e S. cerevisiae
Fonte: TAMINE (2002); PARVEZ (2006).

Lactobacillus

Para a garantia de funcionalidade das bactérias probidticas, algumas
caracteristicas devem ser observadas. A tolerdncia ao suco gastrico e a bile
(BRASIL, 2007), aderéncia e persisténcia no trato gastrointestinal humano, atividade
antagonista contra os agentes patogénicos (FAO/OMS, 2002), como Helicobacter
pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium difficile entre outras
(SAARELA et al., 2000). Do mesmo modo que, ter histérico de ndao patogenicidade,
nao estar associadas a outras doengas e nao possuir genes determinantes da
resisténcia aos antibidticos (SAARELA et al., 2000).

De acordo com Parvez et al. (2006), os critérios de selecdo das bactérias
acido laticas incluem produzirem efeitos benéficos para o hospedeiro; se adaptarem
ao alimento e permanecerem viaveis durante o periodo de validade do produto;
resistir as condi¢des do trato gastrointestinal; capacidade de colonizag&o e produgéo

de substancias que inibam o crescimento de bactérias patogénicas. Além disso,



25

segundo Ouwehand et al. (2002) definem que elas precisam ser faceis de cultivar,
tolerem a presenca de aditivos quimicos e contribuam para as propriedades

sensoriais dos produtos.

3.3.3 Beneficios do consumo de alimentos probiéticos para a saude

Os beneficios dos alimentos probiéticos para a saude do ser humano incluem
sintese de vitaminas, aminoacidos, inibicdo de bactérias patogénicas intestinais,
melhora da imunidade, reducao da atividade de Helicobacter pylori, dentre outras
(WENDLING; WESCHENFELDER, 2013). Os produtos lacteos adicionados de
microrganismos probioticos desempenham importantes fungbes nos sistemas
imunologico, digestivo e respiratério de criangas. Eles auxiliam na prevengéo e
tratamento de diarreias e modulam respostas imunes a alérgenos (JARDIM, 2012).

Outros beneficios dos probidticos incluem melhora da digestdo da lactose
com reducado ou eliminagcdo de sintomas associados a intolerancia a lactose,
prevencao de neoplasias devido a sua capacidade de reduzir a genotoxidade de
alguns compostos quimicos (VASILJEVIC; SHAH, 2008), redu¢do do colesterol
sérico associado a capacidade de desconjugar os sais biliares em fungdo da
producao de enzimas (hidrolases) (MOMBELLI; GISMONDO, 2000) e capacidade de
prevenir doencgas intestinais inflamatérias (doenga de Crohn e colite ulcerativa)
(SULLIVAN; NORD, 2002).

3.4 KEFIR

O kefir € um leite fermentado que pode ser preparado a partir de diferentes
tipos de leite, como de cabra, bufala, ovelha, camelo ou vaca, por fermentacao
microbiana iniciada através da inoculacéo dos graos de kefir (FARAG et al., 2020;
KESENCAS et al., 2017).

3.4.1 Histérico e definigoes

Apesar de ndo haver registro na literatura sobre a origem do kefir, a produgao

dos primeiros graos de kefir deu-se nas montanhas dos Caucasos, entre a Europa
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Oriental e a Asia Ocidental (KESENCAS et al, 2017; NEJATI et al., 2020).
Historicamente, os graos de kefir sdo considerados um presente de Ala pelo povo
mulgumano. Esses povos preparavam o kefir em sacos feitos de couro e do
estbmago de animais ruminantes, onde ocorria a fermentagao do leite e a formagéao
de gréos. Esses graos foram passados através de geragdes e considerados como
uma riqueza familiar (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).

A palavra kefir é originado da palavra “keif” em turco e ha varias tradugdes
para a mesma, como “prazer’ ou “sentir-se bem” (LOPITZ-OTSOA et al., 2006).
Segundo Farnworth (2005) o kefir é definido como um leite fermentado
apresentando consisténcia viscosa e sabor levemente acido, distinguindo-se dos
demais leites fermentados pela matriz complexa de microrganismos responsaveis
pela fermentacao e por conter gas carbbnico e etanol. Além disso, o kefir também
possui aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas (ALTUNTAS; HAPOGLU,
2019).

A FAO/OMS (2003) propbés uma definicdo do kefir, baseada na composigao
dos gréos e do produto final. A composigao dos graos inclui Lentilactobacillus kefiri,
Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter e leveduras. O produto final & definido como
um leite fermentado oriundo da inoculagdo de grados de kefir. Ja a legislagédo
brasileira vigente (BRASIL, 2007) define kefir como sendo o produto originario da
fermentagao do leite a partir de graos de kefir, constituidos por Lentilactobacillus
kefiri, Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter e leveduras fermentadoras e nao
fermentadoras de lactose, com producdo de acido latico, etanol e dioxido de
carbono.

A producéo tradicional de kefir é realizada adicionando-se graos de kefir ao
leite pasteurizado e resfriado a 20-25 °C. Os graos de kefir sdo adicionados na
proporcao de 2% a 10%. A fermentagao ocorre a 20-25 °C por 18-24 h, apds esse
periodo os gréos sao removidos através da filtracdo do leite. O filtrado esta pronto
para consumo e deve ser armazenado a 4 °C (ALTUNTAS; HAPOGLU, 2019).

3.4.2 Caracteristicas dos graos
Os graos de kefir consistem em uma massa gelatinosa e irregular, branca ou

levemente amarela, com uma textura firme. Esses graos apresentam uma estrutura

similar a pedacos de corais ou pequenos segmentos de couve-flor ou pipoca e um
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didmetro que varia de 0,3 a 3,5 cm (Figura 2) (GARROTE et al., 2001;
FARNWORTH, 2005). Os graos de kefir formam numerosas estruturas globulares
ocas, que unidas formam uma estrutura de rede poliédrica (NEJATI et al., 2020). A
obtencdo dos grédos de kefir se da através da coagulagdo do leite dentro do
abomaso (quarta camara estomacal de ruminantes) envolvido por pele, comumente
de ovelha. Apds algumas semanas de incubagao, ha a formagcdo de uma camada
insoluvel em agua, de aspecto esponjoso e gelatinoso. Essa camada é formada na
superficie interna dos sacos onde ocorreu a coagulagcao e quando se dividem em
pedacgos, sdo denominados graos de kefir (KESENCAS et al., 2017).

Figura 2 — Graos de kefir.

Fonte: Arquivo pessoal.

O mecanismo de formagao dos graos de kefir da-se através de auto e co-
agregacao microbiana. A formagdo dos gréos inicia-se com a auto-agregagao de
Lactobacillus kefiranofaciens e Kazachstania turicensis. A partir disso outros
microrganismos agregam-se a superficie dos granulos em consequéncia da
producao de biofilme por L. kefiranofaciens, formando granulos maiores (NEJATI et
al., 2020). Varias espécies homofermentativas de Lactobacillus, principalmente L.
kefiranofaciens, s&o responsaveis pela sintese do biofilme. Esse biofime é
composto por um complexo de polissacarideo, denominado kefirano, que envolve
leveduras e bactérias (KESENCAS et al., 2017; NOGAY, 2019). O kefirano é
composto de 30 a 34% de caseina, 45 a 60% de sacarideo e 3 a 4% de gordura

(NOGAY, 2019). O kefirano também contém d-glicose e d-galactose na proporgao
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de 1:1 e constitui aproximadamente 25% do peso de grdo seco (KESENCAS et al.,
2017).

A producao dos graos de kefir € baseada em seu cultivo continuo em leite
resultando no aumento da biomassa dos mesmos (LIBUDZISZ; PIATKIEWICZ,
1990). Todavia, os graos de kefir s6 crescem a partir de grédos preexistentes. Os
graos sao compostos, na maior parte, por proteinas e polissacarideos nos quais
existe uma microbiota diversa (TAMIME et al., 2001; SARKAR, 2007). A massa
bioldgica elastica e gelatinosa € composta de proteinas, lipidios e um polissacarideo
capsular soluvel em agua (kefirano) (KESENCAS et al., 2017). A matriz do gréo é
composta por um complexo de 13% de proteina (massa seca), 24% de
polissacarideo (kefirano), detritos celulares microbianos e componentes
desconhecidos (NEJATI et al., 2020; OTLES; CAGINDI, 2003). Todavia essa
composi¢ao pode variar de acordo com a origem do gréo. Kesencas et al. (2017)
relata uma variacdo de agua de 81,5 a 86,3%, proteina de 4 a 7,2% e
polissacarideos de 8,6 a 10%.

Farnworth (2005) relata que a microbiota dos graos de kefir contém bactérias
acido-lacticas, bactérias acido-acéticas e leveduras as quais encontram-se
misturadas com caseina e carboidratos complexos presos numa matriz de
polissacarideos. Carvalho (2011) relata que na parte mais externa dos graos
encontra-se um biofilme complexo, onde os cocos sdao predominantes sob a
superficie das leveduras. Ja na parte interior encontra-se um material pouco
estruturado composto principalmente por leveduras entremeadas por bacilos.

A bebida de kefir oriunda do processo de fermentacéo do leite pelos graos de
kefir € um produto lacteo amarelado ou branco, acido e viscoso, contendo uma
pequena quantidade de alcool (NOGAY, 2019). Segundo Carneiro (2010) o kefir
deve apresentar caracteristicas homogéneas, consisténcia cremosa, sabor acido e
levemente alcodlico e valores minimos de bactérias acido-laticas totais e leveduras
de 107 UFC/g e 10* UFC/g, respectivamente.

O numero de microrganismos presentes no inicio e nas interacdes
microbianas, os compostos bioativos resultantes do metabolismo microbiano e os
beneficios associados ao uso desta bebida conferem ao kefir o status de um
probidtico natural, designado como o iogurte do século XXI (LEITE, 2013). A origem
e técnicas de producdo dos graos de kefir podem afetar a microbiota do kefir
(ALTUNTAS; HAPOGLU, 2019). As mudangas ambientais durante a fermentacao
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levam a um estresse severo nos microrganismos, assim como as caracteristicas do
leite a ser fermentado. Leites com alta acidez, limitagcdo de nutrientes, presenca de
compostos antimicrobianos, entre outras condi¢bes levam os microrganismos ao
estresse. Assim a microbiota do kefir pode variar e dependera muito dos

mecanismos de resposta ao estresse (NEJATI et al., 2020).

3.4.3 Composicao microbiolégica

Os graos de kefir possuem uma composicado microbiolégica complexa e
consistem em uma mistura de lactococos, Leuconostoc spp., lactobacilos
termofilicos e mesofilicos, leveduras e bactérias do acido acético (KESENCAS et al.,
2017; NEJATI et al., 2020). Os lactobacilos mais comuns isolados dos graos de kefir
sao Lentilactobacillus kefiri, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum,
Lentilactobacillus parakefiri, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus,
Levilactobacillus  brevis, Lactobacillus helveticus, Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus paracasei, Limosilactobacillus fermentum, Lactiplantibacillus
plantarum e Lactobacillus gasseri. Entre as leveduras mais encontradas estao as
espécies Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces
cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Candida kefir, Pichia fermentans, Kazachstania
unispora e Kazachstania exigua (VARDJAN et al., 2013). Todavia a composigao
microbiolégica exata dos gréos de kefir ainda é controversa, uma vez que, até 50
diferentes espécies bacterianas e de leveduras ja foram encontradas em kefir. As
condi¢des de cultivo sdo outro fator que pode influenciar na composigdo microbiana
do gréo, como por exemplo, tipo de leite utilizado, temperatura, tempo de incubagéo
e proporgao de graos e leite (NEJATI et al., 2020).

Kotova et al. (2016) conseguiram verificar que a composi¢cao microbiolégica
do kefir das regides centrais da Russia, inclui bactérias dos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc e Lactococcus, e leveduras dos géneros Saccharomyces,
Kazachstania e Gibellulopsis. As anadlises realizadas foram uma combinagao das
analises microbiologicas classicas e microscopicas elétricas e eletrébnicas com o
método de reagdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) e eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE). Foram isoladas e identificadas quinze culturas
puramente procariotas e quatro eucarioticas de microrganismos a partir de graos de

kefir. Os autores demonstraram também que membros do género Lactobacillus
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predominavam em gréaos de kefir, enquanto as cepas Leuconostoc
pseudomesenteroides e Lactococcus lactis dominavam o produto final - bebida
fresca.

A distribuicdo de microrganismos dentro da matriz de um grdo de kefir néo &
homogénea. Os Lentilactobacillus kefiri predominam na camada externa do gréo,
enquanto a populacado de Lactobacillus kefiranofaciens e leveduras predominam no
centro do grdo. Apenas as leveduras fermentadoras de lactose encontram-se nas
camadas externas (KESENCAS et al., 2017). Segundo Nejati et al. (2020) os
microrganismos ocupam todas as superficies internas e externas dos graos de kefir,
sendo que as bactérias sdo dificilmente observadas nas superficies externas dos
graos, mas apenas incorporadas na matriz fibrilar perto da superficie. O autor ainda
destaca que variagdes na distribuicdo da microbiota possam ser influenciadas pelas
condicdes de cultivo.

Nos graos de kefir, geralmente, as bactérias laticas sdo mais numerosas (108
- 10° UFC/mL) que as leveduras (10° - 108 UFC/mL) e bactérias acido acéticas (105 -
108 UFC/mL). Todavia as condigbes de fermentacdo podem afetar esse padrao
(FARNWORTH, 2005). Estudos indicam que o conteudo de bactérias no kefir varia
de 6,4 x 10* a 8,5 x 108 UFC/g e de leveduras de 1,5 x 10°% a 3,7 x 10® UFC/g
(ALTUNTAS; HAPOGLU, 2019; SARKAR, 2007). Guzel-seydim et al. (2005),
analisaram as populagbes microbianas na bebida kefir e nos graos de kefir
enumerando-as por plaqueamento. As bactérias acido laticas totais, lactococos,
lactobacilos e leveduras aumentaram durante a fermentagdo e apresentaram um
ligeiro aumento durante o armazenamento a frio. Os graos de kefir apresentaram
uma proporgdo de 10° UFC/g de bactérias acido laticas para 108 UFC/g de
leveduras. As bactérias acido laticas geralmente constituem 65 a 80% da microflora
granular, estreptococos 20% e leveduras 5%. As bactérias acido laticas hidrolisam a
lactose e produzem acido lactico, garantindo assim o ambiente ideal para o
crescimento de leveduras. As leveduras sintetizam vitaminas do complexo B e
hidrolisam as proteinas do leite, produzindo diéxido de carbono e etanol (NOGAY,
2019).

Durante o processo de fermentagdo os microrganismos constituintes dos
graos de kefir produzem uma série de metabdlitos. As bactérias laticas e outros
microrganismos homofermentativos, produzem principalmente acido latico, ja os

microrganismos heterofermentativos além do &acido latico também produzem o
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diéxido de carbono como principal metabdlito. Outras espécies também podem
produzir diacetil, acetaldeido, etanol e acetato (KESENCAS et al., 2017).

3.4.4 Consumo mundial

O kefir € amplamente utilizado na nutricio humana devido as suas
propriedades promotoras de saude (NEJATI et al., 2020). Ele ganhou popularidade
na segunda metade do século XIX no leste de paises da Europa Central e, no final
do mesmo século, comegou a ser produzido industrialmente na antiga Unido
Soviética (KESENCAS et al., 2017). Atualmente o kefir faz parte da dieta humana
em muitas partes do mundo como Sudoeste da Asia, Leste e Norte da Europa,
América do Norte, Japao (OTLES; CAGINDI, 2003), Oriente Médio, Norte da Africa e
Russia (SARKAR, 2007; SARKAR 2008). Devido a seus significativos valores
terapéuticos e nutricionais, € recomendado para lactentes acima de seis meses
(SARKAR, 2007).

Os graos de kefir e a bebida comercial ou artesanal produzida a partir dele,
sdo encontrados em todo o mundo. Na Europa e Asia, € consumido em muitos
paises, como Bulgaria, Dinamarca, Grécia, Finlandia, Hungria, Irlanda, Italia,
Polbnia, Portugal, Espanha e Suécia, Russia, Turquia, China, Hungria, india, Ira,
Japao, Malasia, Taiwan, Tailandia, Tibete, entre outros. Os grados de kefir e as
bebidas também sdo encontrados e consumidos no Oriente Médio, Norte da Africa,
Canada, Estados Unidos, América do Sul (Argentina e Brasil), bem como na Africa
do Sul (WYK, 2019).

A longevidade do povo caucasiano foi atribuida ao consumo de kefir, e no
Tibete ele ndo é apenas uma bebida popular de promog¢do da saude, mas é
considerado um remédio popular natural (WYK, 2019). Na Russia, o kefir é o leite
fermentado mais popular depois do iogurte. Nos Estados Unidos, o produto é

comercializado ha muitos anos, contendo ou n&o alcool (CARNEIRO, 2010).
3.4.5 Beneficios de consumo de kefir para a saude
O valor nutricional do kefir € devido a sua rica composi¢cao quimica, que inclui

carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas. Além desses compostos o

kefir também apresenta outras substancias, como catequina, vanilina, acido ferulico,
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acido salicilico, acido acético, acido piruvico, acido hipurico, acido propiénico e acido
butirico, oriundas do processo de fermentagdo. A presenca dessas substancias
aumenta ainda mais o seu valor nutricional por serem bioativas (FARAG et al., 2020;
KESENCAS et al., 2017). Segundo CARVALHO (2011), a ideia de que o kefir possa
promover beneficios a saude é antiga, acreditando-se ha muito tempo que ele seria
um probidtico natural.

Estudos relatam que o kefir e seus constituintes (peptideos bioativos, acidos
organicos, alcoois, diéxido de carbono, bacteriocinas e kefirano, por exemplo) tém
atividade antimicrobiana, antitumoral, anti-hipertensiva, antioxidante, antialérgica e
imunomoduladora e também melhoram a digestdo da lactose (FARAG et al., 2020;
KESENCAS et al., 2017; LEITE, 2013; NEJATI et al, 2020; NOGAY, 2019).
Conforme Farag et al. (2020) o efeito antibacteriano do kefir contra varios
microrganismos patogénicos, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Salmonella, da-se em funcdo do seu conteudo de carboidratos. O kefirano, um
polissacarideo soluvel em agua do grédo de kefir, possui atividade antimicrobiana
contra varios patdgenos bacterianos e fungicos. Ele possui a capacidade de inibir o
crescimento de varias bactérias, assim como de impedir a formagao de esporos por
alguns fungos.

Outros metabdlitos associados aos efeitos antimicrobianos do kefir sdo acidos
organicos (acido latico e acético), didxido carbono, perdxido de hidrogénio, etanol e
diacetil, além de algumas bacteriocinas produzidas pelos graos (KESENCAS et al.,
2017; NOGAY, 2019). Alguns estudos demonstram a atividade antibacteriana do
kefir frente a Escherichia coli e a outros agentes de interesse em alimentos como
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium (RODRIGUES et al., 2005).

Chifiriuc et al. (2005) investigaram a atividade antimicrobiana do kefir contra
Bacillus subtilis spp. spizizenii ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Candida albicans
ATCC 10231. O kefir fermentado durante 24 h e 48 h, e também apos 7 dias a 4°C e
8°C foi analisado pelo método de disco-difusao in vitro. A intensidade da atividade
antimicrobiana foi interpretada por comparagdo com dois antibidticos, ampicilina e
neomicina. Os resultados evidenciaram que a atividade antimicrobiana do kefir
fermentado por 24 h e 48 h (fresco), ou apds 7 dias de conservagao a 4°C e 8°C, foi

semelhante e observada contra B. subtilis, S. aureus, E. coli, E. faecalis e S.
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enteritidis. Para E. coli, E. faecalis e S. enteritidis, a atividade antimicrobiana do kefir
foi superior aos antibidticos testados e para B. subtilis e S. aureus a um antibiético.
Os produtos testados nao evidenciaram atividade antimicrobiana contra P.
aeruginosa e C. albicans. Os autores concluiram que o kefir apresenta amplo
espectro e forte atividade antibacteriana, provavelmente devido a complexa
associagao de cepas probidticas viaveis produzindo substancias antimicrobianas.

No estudo de Ota (1998), € demonstrado que o uso do kefir auxilia na
prevencado da contaminagao por Escherichia coli O-157 enterohemorragica, pois ele
€ capaz de aumentar o niumero de bactérias acido laticas e bifidas, nativas do trato
gastrointestinal. Nogay (2019) relata que os polissacarideos sintetizados pelos graos
de kefir (kefirano) tém efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e positivos sobre
organismos-chave no intestino. Segundo o autor, esses polissacarideos inibem o
crescimento de bactérias nao probiodticas, aumentam a concentracdo de glutationa
peroxidase, superoxido dismutase e catalase (enzimas que compdem o sistema de
defesa antioxidante enzimatico celular) a nivel intestinal.

A propriedade antitumoral do kefir esta relacionada a atividade bioativa de
seus componentes, como peptideos, polissacarideos e esfingolipidios. Tais
componentes influenciam na regulagdo de processos celulares, dentre os quais
podemos citar proliferagcao celular e apoptose. O mecanismo de acado antitumoral
esta ligado a reducédo da secrecao de fatores de necrose tumoral, citocinas com
atividade pro-inflamatéria e capacidade de causar a morte de células. A reducao
dessas citocinas promove um efeito antiproliferativo nas células tumorais (NOGAY,
2019). Kesencas et al. (2017) relaciona a propriedade antitumoral do kefir a varios
fatores, como indugdo de mecanismos de apoptose nas células tumorais, efeito
antiproliferativo e antioxidante, ativagcdo do sistema imunoldgico, inibicdo da
atividade de enzimas que convertem compostos procarcinogénicos em agentes
cancerigenos.

Os peptideos sédo considerados uma classe Unica e importante de compostos
gerados durante a fermentacdo do leite e sdo responsaveis por muitos dos
beneficios a saude. Os peptideos bioativos encontrados no kefir exibem atividade
anti-hipertensiva, pois possuem a capacidade de inibicdo da enzima conversora de
angiotensina | (ECA) (FARAG et al., 2020). Gronnevik et al. (2011) estudaram cinco
producdes comerciais de kefir noruegués a fim de investigar e conhecer o

desenvolvimento microbiolégico, compostos volateis, acidos orgéanicos, carboidratos
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e aminodacidos livres durante o armazenamento refrigerado por 8 semanas. O
numero de bactérias laticas diminuiu durante as quatro primeiras semanas de
armazenamento, enquanto o numero de leveduras aumentou. Os importantes
metabdlitos de levedura — dioxido de carbono (CO2) e etanol - aumentaram durante
todo o periodo de armazenamento. O aminoacido acido glutdmico foi reduzido
durante o armazenamento, € um consequente aumento em seu produto de
descarboxilagdo, o acido g-aminobutirico (GABA), foi encontrado. O GABA tem
efeito redutor da presséo arterial em hipertensos leves quando consumido em leite
fermentado em quantidades de 10 mg por dia durante um periodo de 12 semanas.

O kefir também pode auxiliar na reducdo do colesterol sérico e de
hiperglicemia pos-prandial. A redugao do colesterol ocorre em fungao das bactérias
probioticas presentes no kefir aumentarem a producéo intestinal de acidos graxos de
cadeia curta, que inibem enzimas envolvidas na sintese de colesterol. Ja a reducgéao
da glicemia acontece devido a inibicdo de enzimas entéricas responsaveis pela
digestdo dos carboidratos (a-glucosidases) (KESENCAS et al., 2017; NOGAY,

2019).

3.5 CARBONATACAO

O processo de carbonatacdo da-se pela dissolucdo de diéxido de carbono
(CO2) em fluidos (BENA, 2006) (Figura 3). Apos a dissolugao, o CO2 forma o acido
carbénico, que se dissocia formando o ion bicarbonato e H*. O CO2 e os ions H*
sdo, em grande parte, responsaveis por mecanismos que inibem o crescimento de
outros microrganismos (TE GIFFEL, 2003; DIEZ-GONZALEZ et al., 2000).
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Figura 3 — Reagodes de carbonatagao.

COE + HQO « L HQCO3
Diéxido de Agua Acido
carbono carbdnico
H,CO, < > H*  + HCO,
Acido lons hidrogé&nio Bicarbonato
carbénico

Fonte: Adaptado de BENA (2006).

As bebidas carbonatadas sido reconhecidas principalmente por suas
propriedades refrescantes (BENA, 2006). A formacédo de bolhas e espuma nas
bebidas carbonatadas € um dos principais fatores determinantes da sua qualidade e
aceitacao, pois influenciam a percepcao de aromas e sensacido de sabor na boca
(VIEJO et al., 2019). As sensagbes proporcionadas pela carbonatagcdo de bebidas
sao proporcionadas por uma associagao de componentes sensoriais do paladar,
olfato, quimestesia e somestesia. Esses componentes permitem a estimulagdo da
cavidade oral conferindo a sensagao de queimacao/formigamento proporcionada
pelas bebidas carbonatadas (PELCHAT et al., 2014).

A presenca do CO:2 nas bebidas carbonatadas se da através dos processos
que incluem a carbonatagédo natural, injecdo de gas e fermentacdo. A carbonatagao
natural ocorre com aguas obtidas de fontes naturais, ja sendo naturalmente
carbonatadas nao necessitando de nenhum processamento adicional. A injecdo de
gas é feita na industria através da adicdo do CO:2 nos liquidos (agua, cerveja,
refrigerantes, dentre outros) sob condi¢cdes especificas de temperatura e pressao.
No caso da fermentagdo, € um processo onde microrganismos fermentadores
produzem CO2 como subproduto de seu metabolismo, o qual dissolve-se pelo liquido
(VIEJO et al., 2019).

A carbonatagdao pode ser afetada por uma variedade de fatores, incluindo
sélidos presentes no liquido a ser carbonatado, temperatura do gas e do liquido e
pressdo atmosférica (PELCHAT et al., 2014). A fim de aumentar o grau de
dissolugédo de CO:2 e obter uma carbonatagdo mais eficiente, sugere-se trabalhar

sempre com temperaturas baixas (4 °C). Para padronizar a fabricagcdo das bebidas,
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séo utilizados aparelhos medidores de pressdo que, juntamente com a utilizagao de
tabelas, possibilitam determinar o grau de carbonatagdo. Aparelhos compostos de
adaptador com agulha, mandémetro e valvula de escape fornecem diretamente o
volume de gas utilizado (WODROOF; PHILLIPS, 1981).

Diferentes métodos podem ser usados para adicdo de CO:2 aos produtos,
como a adicdo de agua carbonatada, adicdo de carbonatos, embalagens com
atmosfera modificada e injecado direta de CO2. No caso de produtos de elevada
viscosidade como leites fermentados, o processo de injegdo do CO2 na forma
gasosa é sugerido como a melhor forma de processamento. O CO: tem sido
empregado como alternativa, particularmente para a preservagao de alimentos
altamente pereciveis e alguns de maior valor agregado (SINGH et al., 2011). O
diéxido de carbono dissociado leva a formagao do acido carbdnico que reduz o pH
da solugcdo diminuindo a atividade de microrganismos, além disso o diéxido de
carbono também possui agao bacteriostatica e bactericida (BENA, 2006).

A adicao de COz nas bebidas é comumente feita sob altas pressdes e baixas
temperaturas, para a maioria das bebidas engarrafadas ou enlatadas (por exemplo,
refrigerante, agua, bebidas energéticas, dentre outras). A concentragao de CO2 mais
utilizada para bebidas carbonatadas n&o alcodlicas € de 3 a 4,5 volumes. Nas
bebidas fermentadas, a presenga do CO: deve-se diretamente ao processo de
fermentagdo. Uma determinada quantidade de CO: se dissolvera no liquido, sendo
limitada as condi¢cbes de temperatura e pressdo ambiente (PELCHAT et al., 2014).

Cada tipo de produto, seja liquido ou sdlido, necessita de equipamentos
especificos para adicdo de CO2. No caso de produtos lacteos liquidos, ha
possibilidade de desenvolvimento de produtos "gasosos". Bebidas lacteas
carbonatadas sdo produzidas em diversos paises. Carbonatadores utilizados em
industrias de bebidas podem ser adaptados para operar em laticinios (LOSS;
HOTCHKISS, 2003).

3.5.1 Tecnologia de carbonatacao aplicada em produtos lacteos

A primeira bebida carbonatada foi a agua, quando em 1767 o quimico Joseph
Priestley percebeu que ao adicionar didoxido de carbono a agua conferia-lhe
agradavel sabor acidificado (BENA, 2006). A adicao de CO2 em produtos lacteos por

meio de inje¢ao direta ou em embalagem de atmosfera modificada € uma estratégia
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de aumento da vida util, com custos relativamente baixos e utilizada comercialmente
em todo o mundo, em produtos como queijos, leite cru e pasteurizado, iogurte e
bebidas lacteas. No caso das bebidas lacteas carbonatadas, a grande aceitagao
deve-se a sensacao de efervescéncia e refrescancia devido a presenca do dioxido
de carbono (JARDIM, 2012).

A carbonatagdo é um processo viavel e seguro para o tratamento do leite e
seus derivados. O CO2 é um antimicrobiano natural, apresentando uso potencial na
industria lactea porque possui a opgcao de ser adicionado e depois removido de leite
e derivados sem efeitos deletérios (SINGH et al., 2011). As bebidas carbonatadas a
base de leite, com quantidade de CO: suficiente para serem detectaveis através do
sabor tém geralmente uma vida util de mais de 6 semanas sob refrigeracdo. Essas
bebidas lacteas com gas tém qualidade nutricional igual ou superior a do leite. A
quantidade de CO:2 adicionada e o tipo de sistema aromatizante utilizado nestes
produtos sdo determinantes para a sua aceitagao (TE GIFFEL, 2003).

As propriedades fisico-quimicas do COz2, ou seja, a facilidade de solubilizacdo
nas fases aquosa e lipidica, sua capacidade de reduzir o pH e a solubilidade
dependente da temperatura, o tornam ideal para uso em produtos lacteos. Assim,
pode ser dissolvido em produtos lacteos fluidos, como conservante para inibir o
desenvolvimento de agentes patogénicos e microrganismos deterioradores e/ou
alterar a funcionalidade da micela de caseina, podendo em seguida ser removido
com um vacuo simples ou por agitagao e aquecimento suave (TE GIFFEL, 2003).

Vianna et al. (2012), avaliaram o efeito da adicdo do CO2 ao leite cru
estocado, por seis dias, a 4 °C. Os autores analisaram o leite quanto a sua
composigao fisico-quimica e microbiolégica. Apdés o periodo de estocagem foi
observado a manutencdo das caracteristicas iniciais de qualidade fisico-quimica e
microbiolégica no leite tratado com CO2. O CO: inibe o crescimento microbiano, pois
afeta o metabolismo dos microrganismos uma vez que reduz o pH. Assim, a sua
utilizagao permite a manutencéo da qualidade do leite durante a estocagem.

Paula (2005) desenvolveu uma bebida carbonatada aromatizada a base de
soro de leite, estavel a temperatura ambiente por pelo menos trés meses, sem
receber tratamentos térmicos extremos como a esterilizagdo. O produto teve boa
aceitacdo, situando-se entre os termos hedénicos “gostei moderadamente” e “gostei
muito”. A bebida apresentou 0,1% de gordura, 0,52% de proteinas, 0,34% de cinzas,
85,84 % de umidade e 13,2% de carboidratos, além de pH 3,25.
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Ravindra et al. (2012) desenvolveram um iogurte carbonatado e avaliaram o
seu efeito sobre a qualidade e tempo de armazenamento. O leite foi fermentado por
estirpes de Lactococcus lactis spp. lactis a 30 °C por 18h, adicionada de acucar e
estabilizante, resfriada e carbonatada. Foram realizadas analises semanais de
qualidade sensorial, quimica e microbiana de amostras da bebida. O iogurte
carbonatado manteve-se estavel em todas as analises feitas por 12 semanas, em
oposicao a amostras controles ndo carbonatadas que mantiveram a estabilidade por
apenas cinco semanas. O processo de carbonatacao retardou a lipdlise e protedlise
na bebida durante o armazenamento, assim como inibiu o crescimento de leveduras.
Além disso, a bebida obteve melhor avaliagdo sensorial em relagdo ao sabor
consisténcia e aceitagdo geral se comparada a bebida ndo carbonatada.

Outra aplicagéo do processo de carbonatagao na industria de laticinios € seu
uso para carbonatacdo do leite pasteurizado utilizado na fabricagdo de leites
fermentados. Vinderola et al. (2000) avaliaram a produgédo de leite fermentado,
adicionado com bactérias probidticas, a partir de leite pasteurizado carbonatado. Os
autores evidenciaram uma redugdao no tempo de fermentacdo das amostras
produzidas a partir do leite carbonatado. Além disso, seu uso nao interferiu nas
propriedades sensoriais do leite fermentado nem na viabilidade dos microrganismos
probidticos. Logo o processo de carbonatagcdo do leite € uma alternativa para

reducao do tempo de fabricacéo de leites fermentados.
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4 MATERIAL E METODOS

As analises fisico-quimicas, sensoriais e a produ¢cdo da bebida, em escala
piloto, foram conduzidos nos laboratérios de pesquisa e no Laboratério de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagcdo (Lab de PD&l) do Instituto de Laticinios Candido
Tostes (EPAMIG ILCT), em Juiz de Fora — MG. As analises microbiolégicas foram
realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos e Aguas (LAAA) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

4.1 ENSAIOS PRELIMINARES

Os ensaios preliminares foram conduzidos a fim de determinar a matéria-
prima utilizada para a fabricacdo da bebida carbonatada fermentada com kefir e os
processos tecnologicos empregados na sua fabricagdo, como tipo de tratamento
térmico (bindmio tempo/temperatura), ingredientes, fermentagdo e fluxograma final
de fabricacdo. A metodologia de fabricacdo foi definida com base nos testes
preliminares e em fungdo da bebida que apresentou melhores caracteristicas
sensoriais, visuais (sem separacdo de fases) e de composi¢cédo fisico-quimica,

conforme acidez desejada no produto final.
4.1.1 Obtencao do permeado de ultrafiltragao

Um volume de 200 litros de leite padronizado para 3% (m/v) de gordura e a 55
°C foi utilizado para a producado do permeado de ultrafiltragdo. O leite foi ultrafiltrado
na unidade de ultrafiltragdo da marca REGINOX (capacidade de 300 litros por hora).
Foram utilizadas membranas de ultrafiltracdo semipermeaveis de polietersulfona
(KOCH MEMBRANE SISTEMS, modelo KMS HFK ™-131 FOOD E DAIRY UF
ELEMENTS, de 4” 3838-k131-VYT).

Um fator de concentragéo (FC) com a reducdo de 80% do volume inicial do

leite foi utilizado, conforme a equacéao abaixo:

Volume inicial de leite (VL)

FC =
Volume inicial de leite (VL) — Volume de permeado (VP)




40

Sendo o volume de retentado (VR) igual ao volume inicial de leite menos o
volume de permeado. O volume de permeado foi igual a 160 litros, logo o de

retentado foi igual a 40. Assim temos:

200

FC=500= 160

FC =5,0

Amostras do permeado obtido foram coletadas para realizacdo de analises
fisico-quimicas e o restante utilizado para a fabricacdo da bebida carbonatada

fermentada com kefir.

4.1.2 Elaboracao de bebida a base de soro de queijo

O soro utilizado nos primeiros testes para elaboragcdo da bebida fermentada
com kefir e carbonatada foi obtido a partir da fabricagdo de queijo Minas frescal
fabricado no Laboratério de PD&I da EPAMIG ILCT.

Um volume de 12 litros do soro de queijo Minas frescal adicionado de agucar
foi submetido ao tratamento térmico de 60 - 65 °C por 5 minutos ou 73 °C por 15
minutos e posteriormente resfriado até temperatura ambiente (25 °C) e adicionado
dos 750g de graos de kefir de cultivo doméstico. O processo de fermentagcao pelos
graos de kefir foi realizado em temperatura ambiente até que o fermentado atingisse
a acidez de 0,8% de acido latico (m/v) (aproximadamente 24h). Apds procedeu-se a
fitragem em dessorador para retirada dos graos de kefir e adicdo de aroma natural
de liméo ao fermentado, agitando-se manualmente para mistura dos ingredientes. O
resfriamento do fermentado foi feito através de resfriador em cascata até a
temperatura de aproximadamente 10 °C, consecutivamente realizou-se a
carbonatagdo sob pressdes entre 25 — 30 kgf.cm? por 35 minutos. O soro
fermentado e carbonatado foi envasado em garrafas PET (polietileno tereftalato) e
armazenado a 5 °C em estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand)
(Figura 4). A bebida nao foi considerada adequada para seguir pois, apresentou

separagao de fases apds o envase durante o armazenamento.
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Figura 4 — Fluxograma de fabricagédo da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de soro de queijo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

4.1.3 Elaboragao de bebida a base de soro de queijo parmesao fermentada com

graos de kefir

Um volume de 12 litros de soro de queijo parmesdo foi submetido ao
tratamento térmico a 68 °C por 12 minutos. A cuba foi imersa no tacho para
tratamento térmico e ao final o soro foi resfriado até + 25 °C em resfriador em
cascata. Sob agitacdo lenta procedeu-se a adicao de 750g dos graos de kefir de
cultivo doméstico. A cuba foi acondicionada em caixa de isopor com tampa e

mantida em temperatura ambiente para fermentacdo. O processo de fermentacgao foi
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mantido por 24h e o fermentado atingiu a acidez de 0,62% de acido latico (m/v).
Apos procedeu-se a filtragem para remocao dos graos de kefir (Figura 5). O
fermentado nao foi considerado adequado para seguir para o processo de

carbonatagao em fungao da baixa acidez apds as 24h de fermentacéo.

Figura 5 — Fluxograma de fabricagdao da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de soro de queijo parmesao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

4.1.4 Elaboragao de bebida a base de permeado de ultrafiltragao

Um volume de 15 litros do permeado de ultrafiltragdo adicionado de 1 Kg
acucar foi submetido ao tratamento térmico de 65 °C por 30 minutos e
posteriormente resfriado até temperatura ambiente (x25 °C) e adicionado 750 g de
graos de kefir de cultivo doméstico. O processo de fermentagao pelos graos de kefir
foi realizado em temperatura ambiente até que o fermentado atingisse a acidez 0,8%
de acido latico (m/v) (aproximadamente 24h). Apds procedeu-se a filtragem em
dessorador para retirada dos graos de kefir. Dez litros do fermentado foi adicionado
de 6 mL de aroma natural de lim&o, agitando-se manualmente para mistura dos
ingredientes. O resfriamento do fermentado foi feito através de resfriador em cascata

até a temperatura de aproximadamente 10 °C, consecutivamente realizou-se a
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carbonatagdo sob pressdes entre 25 — 30 kgf.cm? durante 52 minutos. O permeado
de ultrafiltracdo fermentado e carbonatado foi envasado em garrafas PET e
armazenado a 5 °C em estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand)
(Figura 6).

Figura 6 — Fluxograma de fabricagdao da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Outra metodologia para a fabricagdo de bebida fermentada a partir do
permeado de ultrafiltracdo foi testada (Figura 7). Um volume de 10 litros de
permeado foi adicionado de 1 Kg de agucar e tratado termicamente a 72 °C por 12
minutos. Posteriormente foi resfriado até temperatura ambiente (25 °C) e

adicionado de 10 mL da enzima lactase e de 750 g de gréos de kefir de cultivo
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doméstico. O processo de fermentagdo pelos grdos de kefir foi realizado em
temperatura ambiente até que o fermentado atingisse a acidez 0,8% de acido latico
(m/v) (aproximadamente 24h). Apos procedeu-se a filtragem em dessorador para
retirada dos grdos de kefir e resfriamento através de resfriador em cascata até a
temperatura de aproximadamente 10 °C. A carbonatacédo foi realizada sob pressdes
entre 25 — 30 kgf.cm™ por 25 minutos. Em seguida a bebida foi adicionada de 6 mL
de aroma natural de limdo, envasada em garrafas PET e armazenada a 5 °C em

estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand).

Figura 7 — Fluxograma de fabricagdao da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Outra metodologia para a fabricagdo de bebida fermentada a partir do
permeado de ultrafiltracdo foi testada (Figura 8). Um volume de 100 litros de
permeado de ultrafiltragao foi dividido em duas porgdes de 50 litros e submetido a
pasteurizagcdo lenta a 65 °C por 30 minutos. Em seguida foram resfriados em
resfriador em cascata até a temperatura de 10 °C e armazenados em camara fria.
Posteriormente, um volume de 50 litros do permeado foi fracionado em cubas cada
uma contendo 10 litros do permeado, as quais foi adicionado 1 kg de agucar cristal e
realizado agitacdo manual para dissolver o agucar. As cubas foram imersas no tacho
para tratamento térmico a 68 °C por 12 minutos e ao final o permeado foi resfriado
até 25 °C em resfriador em cascata, para a inoculagdo dos graos de kefir de cultivo
doméstico. A quantidade de graos inoculados por cuba foi de 197g. Adicionou-se 10
mL da enzima lactase e agitou-se manualmente o permeado. As cubas foram
acondicionadas em caixas de isopor com tampa e mantidas em temperatura
ambiente para fermentacdo. A acidez dos permeados de cada cuba foi monitorada
até que atingisse o valor de acidez de 0,64% de acido latico (m/v), a partir do qual
procedeu-se a filtragem para remogao dos graos de kefir (aproximadamente 24h). O
fermentado nao foi considerado adequado para seguir para o processo de
carbonatagdo em fungdo da baixa acidez e alto teor alcodlico e longo periodo para
fermentagdo. A suspeita foi de que o permeado teve origem a partir de leite com

residuo de antibidtico.
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Figura 8 — Fluxograma de fabricagcdo da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.

Permeado de ultrafiltragao

=

Tratamento térmico a 65 °C por 30 minutos

=

Resfriamento em resfriador cascata até 10 °C

=

Adicao de agucar e agitagdo manual

=

Tratamento térmico a 68 °C por 12 minutos

=

Resfriamento em resfriador cascata até + 25 °C

=

Inoculacéo dos graos de kefir

=

Adicao de lactase e agitagdo manual

=

Adigao de soro de leite fermentado por graos de kefir

=

Fermentagéo em temperatura ambiente até atingir 0,64% de acido latico (m/v)

=

Filtragem para retirada dos gréaos de kefir

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Outra metodologia para a fabricagdo de bebida fermentada a partir do
permeado de ultrafiltracdo foi testada, utilizando fermento CHOOZIT® kefir DC
(Figura 9). Um volume de 12 litros de permeado de ultrafiltragdo foi submetido ao
tratamento térmico a 68 °C por 12 minutos. A cuba foi imersa no tacho para
tratamento térmico e ao final o permeado foi resfriado até + 25 °C em resfriador em
cascata. Sob agitacao lenta procedeu-se a adigao de 0,4g do fermento Danisco®. A
cuba foi acondicionada em caixa de isopor com tampa e mantida em temperatura
ambiente para fermentagdo. Apdés 24 horas o permeado apresentou acidez de
0,48% de acido latico (m/v). O fermentado n&o foi considerado adequado para seguir

para o processo de carbonatagdo em fungdo longo periodo para fermentagdo. A
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suspeita foi que este tipo de fermento nao é apropriado para utilizacdo em permeado

de leite em fungao da diferenga de seus constituintes em relacao ao leite.

Figura 9 — Fluxograma de fabricagado da bebida fermentada com Danisco® e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Outra metodologia para a fabricagdo de bebida fermentada a partir do
permeado de ultrafiltracdo foi testada (Figura 10). Um volume de 24 litros de
permeado de ultrafiltracido foi dividido em duas porcdes de 12 litros em cubas de aco
inoxidavel, adicionados de 1,2 Kg de agucar e submetidos a tratamento térmico a 68
°C por 12 minutos. As cubas foram imersas no tacho para o tratamento térmico e ao
final o permeado foi resfriado até 25 °C em resfriador em cascata. Em seguida foram
adicionados 425g de graos de kefir de cultivo doméstico e 10 mL da enzima lactase
em cada cuba. As cubas foram acondicionadas em caixas de isopor com tampa e
mantidas em temperatura ambiente para fermentagao. O processo de fermentagao
foi mantido por 24h até que o fermentado atingisse a acidez de 0,8% de acido latico
(m/v). Apos procedeu-se a filtragem para remocéo dos graos de kefir. O resfriamento
do fermentado foi feito através de resfriador em cascata até a temperatura de
aproximadamente 20 °C, consecutivamente realizou-se a carbonatagcdo sob
pressoes entre 25 — 30 kgf.cm? durante 20 minutos. Em seguida adicionou-se 6 mL
de aroma natural de limao. O permeado de ultrafiltragao fermentado, carbonatado e
aromatizado foi envasado em garrafas PET e armazenado a 5 °C em estufa
incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand). Foram elaboradas quatro

repeticdes da bebida.
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Figura 10 — Fluxograma de fabricagédo da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

4.1.5 Método eleito para elaboragdao da bebida fermentada de kefir a base de

permeado de ultrafiltragao

Um volume de 10 litros do permeado de ultrafiltragdo foi adicionado de 1 Kg
acucar e submetido ao tratamento térmico de 65 °C por 30 minutos, resfriado até
temperatura ambiente (25 °C) e adicionado 750g de graos de kefir de cultivo

doméstico. O processo de fermentagdo pelos graos de kefir foi realizado em
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temperatura ambiente até que o fermentado atingisse a acidez desejada de 0,8% de
acido latico (m/v) (aproximadamente 24h). Apds, procedeu-se a filtragem em
dessorador para recuperagdo dos graos de kefir. Os mesmos dez litros do soro
permeado fermentado foram adicionados de 6 mL de aroma natural de limdo. A
mistura fermentada foi resfriada em trocador de calor tipo cascata até temperatura
de aproximadamente 10 °C para realizagao da carbonatacédo sob pressoes entre 25
— 30 kgf.cm™ durante 52 minutos. O produto fermentado e carbonatado foi envasado
em garrafas PET de 350 mL e armazenado a 5 °C £ 1 °C em estufa incubadora tipo
BOD (Biochemical Oxygen Demand) (Figura 11 e 12).

Figura 11 — Fluxograma de fabricagao da bebida fermentada com kefir e

carbonatada a base de permeado de ultrafiltracao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Figura 12 — Etapas principais do processo de fabricacao da bebida fermentada

com kefir e carbonatada a base de permeado de ultrafiltragao.

{C) (D

{E) (F)

Legenda: A) Equipamento de concentracdo por ultrafitracdo; B) Tratamento térmico da
bebida; C) Graos de kefir inoculados no permeado de ultrafiltracdo; D) Sistema de
resfriamento em cascata; E) Sistema de inje¢do de COy; F) Envase.



4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A bebida a base de soro permeado de ultrafiltracdo, fermentada por kefir e

carbonatada foi fabricada em quatro repeticdbes (R1, R2, R3 e R4). Apos a

fabricagcédo, a bebida foi estocada sob refrigeracdo (5 °C =+ 1 °C) para a realizagéo

das analises de composicao centesimal e para avaliar a estabilidade durante o

periodo de estocagem. Periodicamente, foram realizadas analises fisico-quimicas

(Tabela 3), microbioldgicas (Tabela 4) sensorial e colorimétrica (Tabela 5), em

tempos diferentes, visando verificar possiveis alteracbes do produto e determinar

estabilidade ao longo da estocagem das mesmas.

Tabela 3 — Analises fisico-quimicas realizadas no leite, soro permeado de
ultrafiltracao e bebida carbonatada fermentada por kefir a base de soro

permeado de ultrafiltragao, durante o periodo de estocagem.

Analises fisico-quimicas

Dias GOR Acidez pH RM EST PTN VS UMID DENS

Leite e soro permeado de ultrafiltracdo

1 X X X X X X X X

Bebida a base de soro permeado de ultrafiltracdo, fermentada e carbonatada

1 X X X X X X X X
6 X X
20 X X
34 X X
50 X X

Legenda: GOR - Gordura; RM- residuo mineral fixo; EST — extrato seco total; PTN -
proteina; VS - viscosidade; UMID — umidade; DENS — densidade; x - analises realizadas.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Tabela 4 — Analises microbiolégicas realizadas na bebida carbonatada
fermentada por kefir a base de soro permeado de ultrafiltragao, durante o

periodo de estocagem.

Analises microbioldgicas

Dias Coliformes 30 °C Aerdbios Bactérias acido- Bolores e
e45°C mesdofilos laticas leveduras

1 X X X X

11 X X X

20 X X X

35 X X X

48 X X X

Legenda: x - analises realizadas.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Tabela 5 — Analise sensorial e colorimétrica realizada na bebida carbonatada
fermentada por kefir a base de soro permeado de ultrafiltragao, durante o

periodo de estocagem.

Tempo de estocagem (dias) 13 27 35 55 63
Andlise sensorial X X X X X
Tempo de estocagem (dias) 14 22 36 50 -
Analise de cor X X X X -

Legenda: x - analises realizadas.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

4.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As andlises de gordura, acidez total, pH, residuo mineral fixo (RMF),
extrato seco total, proteina, densidade e umidade foram realizadas em amostras
de leite, soro permeado e bebida, de acordo com os métodos descritos na Instrucao
Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). A viscosidade
aparente foi determinada pelo método instrumental utilizando viscosimetro rotatério
(Brooksfield® RTV), conforme descrito por PEREIRA et al. (2001). Todas as analises

fisico-quimicas foram realizadas em duplicata.
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4.4 ANALISE DE COR

A analise colorimétrica foi realiza através de leitura direta da refletancia do
sistema de coordenadas L*, a* e b*, aplicando a escala de cor CIELAB com o
iluminante D65 e um &angulo de observacdo de 10°. O colorimetro utilizado foi o
Hunter Lab (Colorquest XE, Reston, EUA). Todas as analises foram realizadas em

duplicata.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As contagens de coliformes a 30 °C e a 45 °C foram realizadas para a bebida
a base de soro permeado de ultrafiltracdo, fermentada por kefir e carbonatada,
utilizando-se as técnicas de contagem em placas Petrifilm, de acordo com a
metodologia e material, citados a seguir, e com os procedimentos determinados pelo
fabricante, sendo indicados para analises em leite e produtos lacteos (PARK, 2004):
- Contagem de coliformes a 30 °C e a 45 °C — Petrifim E.coli/Coliform Count Plate,
3M, NM-USA (AOAC 991.14 — Contagem de Coliformes e E. coli em alimentos,
pelicula Reidratavel Seca).

A contagem de aerobios mesdfilos, bactérias acido-laticas e bolores e
leveduras foram realizadas conforme metodologia descrita por Silva et al. (2010). A
contagem de aerdbios mesdfilos foi realizada por plaqgueamento em profundidade
em agar padrao para contagem (PCA) e incubacédo a 35 + 1 °C por 48h. A contagem
de bactérias acido-laticas foi realizada por plagueamento em profundidade em agar
MRS (Man Rogosa e Sharpe) e M17 adicionados de Ciclohexamida (200mg/L). As
placas foram incubadas a 37 °C por 48h em jarros com atmosfera microaerdfila. A
contagem de bolores e leveduras foi realizada por plaqueamento em superficie em
Agar PDA (Batata Dextrose) acidificado com acido tartarico e incubag&o a 30 °C por
72h. A confirmacao foi realizada através de analise morfolégica ao microscopio

Optico.
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4.6 ANALISE SENSORIAL

Foram realizados testes de aceitacdo utilizando a escala hedbnica de nove
pontos (Figura 13) (CHAVES; SPROESSER, 1996; MINIM, 2010). As avaliacbes
foram realizadas no laboratério de analise sensorial da EPAMIG ILCT nos tempos
13, 27, 35, 55 e 63 dias apds a fabricacdo da bebida. O teste de aceitacido foi
realizado para cada repeticdo (R1, R2, R3 e R4), empregando-se um numero
minimo de 30 provadores nao treinados e selecionados aleatoriamente por sessao
totalizando 206 julgamentos durante o experimento. As amostras foram servidas

refrigeradas a 5°C em copos descartaveis de 50 mL.

Figura 13 - Escala heddnica de nove pontos, usada para avaliar a aceitagao da

bebida desenvolvida.

ESCALA HEDONICA

Nome: Data: / /

Por favor, avalie a amostra utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou
ou desgostou do produto. Marque a posi¢cao da escala que melhor reflita seu julgamento.

Cédigo da amostra:

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

e e e e R e e N

Comentarios:

Fonte: Adaptado de MINIM (2010).

4.7 ANALISE DOS RESULTADOS

O delineamento utilizado para a analise dos dados foi blocos casualizado,
sendo considerado quatro tempos (1, 10, 20, 35 e 48 dias) e quatro repetigdes. Os
dados foram submetidos ao teste de Anderson-Darling a fim de determinar o tipo de

distribuicdo, sendo que os dados para bolores e leveduras, coordenada L da analise
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de cor e analise sensorial apresentaram distribuicdo ndo-normal. Esses dados foram
submetidos ao teste de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Tukey com significancia
P<0,05. Os demais dados foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey com significancia P<0,05. As analises foram realizadas

com o auxilio do programa SISVAR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as analises dos resultados obtidos neste estudo para todos
os parametros avaliados, como analise fisico-quimica, microbioldgica, estabilidade

durante estocagem e aceitagao da bebida.

5.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E COMPOSICAO CENTESIMAL DO
LEITE, DO PERMEADO DE ULTRAFILTRACAO E DA BEBIDA ELABORADA

Os resultados das analises fisico-quimicas e composi¢ao centesimal do leite e
do permeado utilizado para a elaboragédo da bebida, assim como o resultado das

analises da bebida apds 14 dias de armazenamento, encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados das analises fisico-quimicas e da composig¢ao
centesimal do leite, permeado de ultrafiltraciao e da bebida fabricada a base de
soro permeado de ultrafiltragcao, fermentada por kefir e carbonatada (14 dias de

armazenamento). Valores médios (n=4) * desvio padrao.

Parametro Leite Permeado Bebida
Acidez (% ml/v acido 0,16 £ 0,06 0,07 £ 0,01 0,77 £ 0,03
latico)
pH 6,64 + 0,06 6,39 + 0,04 3,47 £ 0,02
Gordura (% m/v) 3,30 £ 0,10 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Densidade (g/L) 1031,70 £ 0,10 1026,70 + 2,50 -
Proteina (% m/v) 3,22+0,18 0,15 £ 0,01 0,12 £ 0,02
RMF (% mlv) 0,98 + 0,00 0,49 + 0,00 0,49 + 0,00
EST (% m/v) 12,04 £ 0,10 3,94 £ 0,06 9,91+ 0,98
Umidade (% m/v) 87,96 £ 0,10 96,07 £ 0,06 90,09 £+ 0,98
Viscosidade (mPa.s) - - 21,00 £ 2,57

Legenda: EST = extrato seco total; RMF = residuo mineral fixo.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

No processo de ultrafiltracdo do leite o material macromolecular, como
proteinas e gorduras, € retido pela membrana enquanto solutos com menor peso

molecular, como lactose, minerais, nitrogénio nao proteico, vitaminas hidrossoluveis
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e agua, permeiam a membrana (ETZEL; ARUNKUMAR, 2015; KELLY, 2011,
PARASHAR et al., 2015). Assim o permeado consiste em uma solu¢gdo com alta
umidade, 0% (m/v) de gordura e baixas concentragdes de proteina, residuo mineral
fixo e extrato seco total quando comparado ao leite (Tabela 6). Podemos observar
também que a composicéo fisico-quimica da bebida elaborada € muito similar a
composigao do permeado, quanto a gordura, proteina e RMF. Em relagéo ao extrato
seco total (EST), a bebida apresentou um valor superior ao do permeado devido a
inclusédo de agucar na formulagéo da bebida.

A bebida elaborada tem composi¢cao nutricional semelhante ao preconizado
pela legislagao de suplemento hidroeletrolitico, como minerais (principalmente sodio,
potassio e calcio), carboidratos (até 8% m/v) e vitaminas (BRASIL, 2010). Um fator
nutricional importante que pode ser ressaltado é a presenga nutrientes neste
coproduto, pois segundo Fontes et al. (2015) o permeado é rico em vitaminas como
a riboflavina (B2), niacina (B3), acido pantoténico (B5) e biotina (B7).

No estudo realizado por Fontes et al. (2015), onde elaboraram uma bebida a
base de permeado da ultrafiltragao de leite, observou-se que os valores encontrados
para a acidez, proteina, umidade e pH e foram similares aos encontrados neste
estudo. Ja o valor obtido para RMF foi inferior, esta variagao pode estar relacionada
a composicao do leite utilizado para a produgdo do permeado, a membrana de
ultrafiltracao e/ou equipamento utilizado.

A Instrucdo Normativa n° 16, de 23 de agosto de 2005 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que trata do Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Bebida Lactea, no que tange ao teor de proteina, traz
como teor minimo de proteina 1,0% (m/v) para bebida lactea fermentada com
adigdes ou bebida lactea fermentada com produto(s) ou substéncia(s) alimenticia(s)
(BRASIL, 2005). O teor de proteina apresentado pela bebida fabricada foi de 0,12%
(m/v), ndo atendendo ao estabelecido pela legislagcdo de bebidas lacteas. Assim,
apesar de ser uma bebida a base de leite ou laticinios o produto desenvolvido ainda
nao se enquadra e nao possui regulamentacao especifica na legislagcao brasileira, o
que nao impede de pleitear registro, podendo ser registrado como uma inovagao

tecnoldgica junto servigo de inspecgao federal.
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5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DURANTE A ESTOCAGEM

A bebida elaborada com soro permeado de ultrafiltracdo apresentou
estabilidade da acidez titulavel durante 34 dias de armazenamento, sem diferenca
significativa (p>0,05) (Tabela 7). A estabilidade da acidez demonstra que o
tratamento térmico, a refrigeragdo e a carbonatagdo foram eficientes para
conservacgao da bebida impedindo a pés-acidificacdo do produto no armazenamento,
uma vez que o aumento na acidez pode ser um indicador de crescimento
microbiano. Nos estudos realizados por Fontes et al. (2015) e Ferreira (2017) a

acidez total manteve-se estavel e com valores similares aos obtidos neste estudo.

Tabela 7 — Andlise da acidez total e pH da bebida fabricada a base de soro
permeado de ultrafiltracao, fermentada por kefir e carbonatada durante os

periodos de estocagem. Valores médios (n=4) * desvio padrao.

Periodo de estocagem (dias) Acidez total pH

(% de acido latico m/v)

6 0,77 £ 0,03° 3,47 £ 0,022
20 0,82 + 0,04° 3,46 £ 0,022
34 0,83 £ 0,05° 3,47 £ 0,032
50 0,94 £ 0,042 3,42 £ 0,032

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nado diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Acidez mais elevada da bebida foi observada somente no ultimo tempo aos
50 dias de armazenamento (p<0,05). Este aumento na acidez total pode estar
relacionado a pos-acidificagao do produto devido a fermentagao dos constituintes da
bebida pelos microrganismos presentes nos gréos de kefir, uma vez que a bebida se
manteve estavel microbiologicamente. Pereira et al. (2015) ao analisar a acidez total
da bebida elaborada a partir de permeado de ultrafiltragdo e fermentadas a partir da
inoculagao de graos de kefir, observaram um aumento expressivo da acidez de 0,73
g de acido latico/100 mL para 3,20 g de acido latico/100 mL, nas primeiras 24h de
armazenamento. Esse aumento expressivo da acidez total pode ter ocorrido devido

ao fato dos autores terem adicionado concentrado de proteina de soro de leite a
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bebida, produto que possui muita lactose em sua composicado e pode aumentar a
disponibilidade de nutrientes para fermentacdo e consequentemente aumentar a
acidez total.

Em relagcdo ao pH, a bebida elaborada com soro permeado de ultrafiltracéo
apresentou pH igual a 3,47 apos 6 dias de fabricagdo e manteve estabilidade
durante todo o periodo de armazenamento (Tabela 7), sem diferenca estatistica
significativa (p>0,05). Apesar do aumento significativo (p<0,05) da acidez apés os 50
dias de armazenamento da bebida ndo houve interferéncia no pH. Este fato se deve
a forma de medicdo da acidez e do pH e também ao fato de o aumento na acidez
nao ter sido suficiente para impactar no pH. A resolugdo RDC n° 18, de 27 de abril
de 2010 da ANVISA e a Instru¢do Normativa n° 16, de 23 de agosto de 2005 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), nao trazem defini¢cdes
de valores de pH para as bebidas hidroeletroliticas e bebidas lacteas,
respectivamente (BRASIL, 2010; BRASIL, 2005). Fontes et al. (2015) e Ferreira
(2017) obtiveram valores de pH similares em suas bebidas. Valores de pH abaixo de
7 sao ideais para a manutencao da estabilidade microbiolégica da bebida, uma vez

que limita o crescimento da maioria dos microrganismos (JAY, 2005).

5.3 ANALISE DE COR

Os valores de luminosidade (L*) (Tabela 8) indicaram que a bebida elaborada
apresentou cor clara e ao longo do periodo de armazenamento obteve-se aumento
do valor dessa coordenada. O aumento da coordenada L* segundo Ferreira (2017)
pode estar correlacionado a perda dos pigmentos carotenoides e da riboflavina, o

que confere maior luminosidade e tonalidade amarela a bebida.
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Tabela 8 — Resultados das analises colorimétricas da bebida durante os

periodos de estocagem. Valores médios (n=4) * desvio padrao.

Periodo de L* a* b*
estocagem (dias)
14 82,27 £ 1,35°¢ - 1,01 £ 0,06% 8,95 £ 0,46%
22 86,43 + 1,67 -0,85+ 0,122 10,44 £ 0,712
36 96,06 £ 1,192 - 1,25 + 0,32b¢ 8,90 + 1,47
50 96,49 £+ 0,572 - 1,56 + 0,29¢ 9,44 + 1,32

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Fontes et al. (2015), Ferreira (2017) e Sabioni et al. (2016) obtiveram valores
de L* inferiores aos obtidos neste estudo, ou seja, suas bebidas a base de
permeado de ultrafiltragdo apresentaram cores mais escuras. Ferreira (2017) e
Sabioni et al. (2016) adicionaram extratos de pequi e agai em sua bebida, o que
pode estar correlacionado com a menor luminosidade encontrada.

A coordenada a* forneceu um valor negativo, indicando que este se
aproximou mais do eixo da cromaticidade verde. Os valores para a coordenada b*
foram positivos indicando que se aproximou mais do eixo da cromaticidade amarelo.
Assim no espaco de cor CIELAB, os resultados obtidos indicam que a cor da bebida
encontra-se entre verde e amarelo, mesmas cores do permeado utilizado para
fabricagdo da bebida. No estudo realizado por Fontes et al. (2015) e Ferreira (2017),
as bebidas elaboradas também apresentaram cor clara entre amarelo e verde. Ja a
bebida elaborada por Sabioni et al. (2016) apresentou cor entre o vermelho e
amarelo, resultado que pode estar correlacionado ao fato da bebida ter sido
adicionada de extratos naturais de acgai, que sao ricos em antocianinas. Esses

pigmentos variam entre o vermelho e azul.

5.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE MICROBIOLOGICA

As analises microbioldgicas realizadas incluiram a contagem de coliformes a
30 °C e 45 °C, aerdbios mesdfilos, bolores e leveduras e bactérias acido-laticas. A
Instrucdo Normativa n° 16, de 23 de agosto de 2005 do Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento (MAPA) traz como critério microbiolégico para bebidas
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lacteas fermentadas a contagem de coliformes a 30 °C entre 10 UFC. mL"' e 100
UFC. mL" em duas amostras para cada cinco analisadas (n=5; c=2; m=10; M=100).
Para coliformes a 45 °C a Instrugdo Normativa determina a contagem entre <3 UFC.
mL"'e 10 UFC. mL"" em duas amostras para cada cinco analisadas (n=5; c=2; m=<3;
M=10) (BRASIL, 2005). No presente estudo nenhuma das amostras apresentou
contagens de coliformes a 30 °C ou 45 °C. Logo levando-se em consideragao os
critérios microbioldgicos para bebidas lacteas fermentadas a bebida elaborada
atende a legislagao vigente para este produto.

No que tange a legislacao para bebidas hidroeletroliticas, a resolugdo RDC n°
18, de 27 de abril de 2010 da ANVISA nao traz critérios microbiolégicos (BRASIL,
2010). No entanto a resolugdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, que
trata o Regulamento Técnico sobre os Padrées Microbiologicos para Alimentos
destinados ao consumo humano, traz padrbes microbioldgicos para sucos,
refrescos, refrigerantes e outras bebidas nao alcodlicas. Nesta resolugédo é definido
que o produto esteja ausente de coliformes a 35 °C (BRASIL, 2001). O resultado
obtido também atende aos critérios estabelecidos por esta resolugao.

Em relagdo a contagem de aerébios mesdfilos a Instrugdo Normativa n° 16,
de 23 de agosto de 2005 do MAPA, traz para bebidas lacteas pasteurizadas o
maximo de duas amostras em cinco analisadas com a presengca de aerdbios
mesofilos entre 7,5 x 10* UFC.mL'e 1,5 x 10° UFC. mL'(n=5;¢c=2; m=7,5x 104
UFC. mL"; M = 1,5 x 10° UFC.mL™") (BRASIL, 2005). Em Log UFC/mL, os valores
determinados pela legislacdo estdo entre 4,88 Log UFC/mL e 5,18 UFC/mL. A
bebida elaborada encontrou-se acima do limite estabelecido por esta normativa
(Tabela 9). Este fator relaciona-se ao fato da bebida produzida ser fermentada e

permanecer com a presenca de bactérias viaveis no produto final.
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Tabela 9 — Analise microbiolégica (contagem de aerébios meséfilos, bolores e
leveduras e bactérias laticas) da bebida elaborada. Valores médios (n=4) £

desvio padrao.

Periodo de estocagem Aerdbios Leveduras Bactérias

(dias) mesofilos (Log UFC/mL) acido-laticas
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)

1 5,62 + 0,20% 5,77 £ 0,24° 6,39 + 0,682

11 5,98 + 0,332 6,64 + 0,132 7,02+ 0,312

20 5,86 + 0,23% 6,87 £ 0,172 6,78 + 0,202

35 5,75 + 0,32% 6,67 £ 0,182 6,66 + 0,302

48 5,46 £ 0,16° 6,81 £ 0,122 6,72 £ 0,192

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Ferreira (2017) obteve em seu estudo valores inferiores a 1,52 Log UFC/mL
nas contagens de aerébios mesofilos nas diferentes condigbes avaliadas. O autor
analisou a contagem de aerobios mesofilos nas temperaturas de 4 °C e 25 °C e na
auséncia e na presenca de luz, durante 30 dias de armazenamento. Ja Fontes et al.
(2015) obteve contagens inferiores a 2,63 Log UFC/mL durante os 30 dias de
armazenamento, a 7 °C e 25 °C. Os resultados divergentes aos obtidos neste estudo
podem estar relacionados ao fato de as bebidas produzidas pelos autores citados
nao serem fermentadas.

A contagem de bolores e leveduras ficou entre 5,77 e 6,87 Log UFC/mL,
apresentando aumento significativo de crescimento apenas a partir do primeiro dia
de armazenamento. No periodo de 10 a 48 dias de armazenamento a bebida
manteve-se estavel (Tabela 9). A Instrucdo Normativa n® 16, de 23 de agosto de
2005 do MAPA e as resolugbes RDC n° 18, de 27 de abril de 2010 e a RDC n° 12,
de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA nao trazem critérios microbiologicos para
bolores e leveduras (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010; BRASIL, 2001). Pereira et al.
(2015) que avaliaram bebidas fermentadas a base de soro permeado obtiveram
contagens de leveduras acima de 6 Log UFC/mL, similar ao encontrado neste

estudo.
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A contagem de bactérias acido-laticas ndo apresentou diferengas significativa
de crescimento durante todo o periodo de armazenamento avaliado. As contagens
variaram entre 6,39 e 7,02 Log UFC/mL (Tabela 9). Pereira et al. (2015) obtiveram
contagens para bactérias acido-laticas acima de 7 Log UFC/mL, com viabilidade
apos 14 dias de armazenamento, esta diferenca entre os trabalhos pode estar
relacionada a quantidade de nutriente disponiveis nos dois produtos. Conforme a
Instru¢do Normativa n° 16, de 23 de agosto de 2005 do MAPA os microrganismos
utilizados para a fermentacdo devem permanecer viaveis e ativos e na mesma
concentracdo durante todo o prazo de validade do produto (BRASIL, 2005),
conforme foi observado no presente estudo. A instrugao também traz que as bebidas
lacteas fermentadas devem apresentar uma contagem total de bactérias laticas
viaveis de no minimo 10% UFC/mL. O valor corresponde a 6 Log UFC/mL, logo a
bebida elaborada atendeu a este critério estabelecido pela legislacdo para bebidas
lacteas fermentadas.

O consumo de produtos com microrganismos probiodticos, como as bactérias
acido-laticas, traz beneficios quando consumidos em produtos alimenticios que
contenham contagens entre 6 e 7 Log UFC/mL de microrganismos viaveis por grama
de produto (FERREIRA, 2017). Assim a bebida elaborada, pode além de auxiliar na
nutricdo e reposigao de eletrdlitos, contribuir para o consumo de microrganismos

probidticos que estao naturalmente presentes no Kefir.

5.5 ANALISE SENSORIAL

A bebida elaborada apresentou-se homogénea com coloragdo amarelo-
esverdeada, acida e produziram sensacgao refrescante devido a carbonatagcao e
adicao de aroma de limao, conforme descricdo de alguns provadores e opinido dos
especialistas durante o desenvolvimento do produto. O permeado de ultrafiltragao,
matéria-prima base da bebida, é um coproduto da industria lactea e invariavelmente
é descartado pelas industrias. Logo, o desenvolvimento de produtos que apresentem
aceitacao pelos consumidores é fundamental.

A bebida elaborada foi igualmente aceita pelos provadores, independente do
periodo de armazenamento. A analise estatistica apontou que as médias de
aceitacdo nao diferiram significativamente (p<0,05) independente do tempo de

armazenamento (Tabela 10). A boa aceitagdo da bebida pelos provadores durante
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todo o tempo de armazenamento deve-se a manutencdo das caracteristicas
sensoriais e ao nao desenvolvimento de sabores ou aromas indesejaveis. A
manutencao da estabilidade microbiologica, do pH e a auséncia do crescimento de
microrganismos deteriorantes propiciaram a manutengdo das caracteristicas da
bebida e logo, sua boa aceitagdo. Além disso o fato da bebida ser carbonatada,
apresentando a formacdo de bolhas, espuma e a sensagdo de
queimacgao/formigamento pode ter influenciado a percepgdo de aromas e sensagao
de sabor pelos provadores influenciando na sua boa aceitagcdo. Ferreira (2017) em
sua analise de aceitagcdo da bebida fabricada com aroma de abacaxi e maracuja,

também nao encontraram diferenga significativa no teste de aceitagao.

Tabela 10 — Analise sensorial da bebida fabricada durante os periodos de

estocagem. Valores médios (n=39) * desvio padrao.

Periodo de estocagem (dias) Notas na escala
heddnica
13 7,18 + 1,352
27 7,05+ 1,312
35 7,76 £ 0,862
55 6,68 + 1,912
63 7,19 +£1,752
Média 7,17 £ 0,39

Médias nao diferiram significativamente entre si pelo teste de Kruskall-Wallis.
Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Pereira et al. (2015) observou em seu estudo maior aceitacdo para a bebida
adicionada de concentrado de soro e fermentada com graos de kefir e fermentos
comerciais. As bebidas fabricadas com permeado de ultrafiltragdo foram em média
25% menos aceitas pelos provadores. Segundo Ferreira (2017) para predizer se um
produto possui boa aceitagcdo pelos consumidores o ideal € que o indice de
aceitacdo do produto esteja acima de 70%. Valores acima deste percentual, que na
escala heddbnica seria de 6,3, indicam boa aceitagdo do produto. Considerando a
escala hedonica utilizada a bebida obteve notas acima de 7, ficando entre os termos

hedbnicos “gostei moderadamente” e “gostei muito”, indicando uma boa aceitagéo
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do produto. Logo, a bebida fabricada a base de soro permeado de ultrafiltragéo,
fermentada por kefir e carbonatada constituiu-se em um produto atrativo para
fabricacdo em larga escala, pois foi bem aceita pelos consumidores, além de ter

como matéria-prima um coproduto da industria de laticinios.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo foi possivel chegar as seguintes
conclusdes:

« E possivel a utilizagdo de um coproduto da industria de laticinios, o permeado
de ultrafiltragdo, para elaboragcdo de uma bebida fermentada por kefir e
carbonatada;

e A composigao fisico-quimica da bebida atendeu aos critérios da resolugéo
RDC n° 18, de 27 de abril de 2010 da ANVISA;

e A bebida elaborada apresentou boa aceitagao sensorial durante o periodo de
armazenamento sob refrigeracao;

e A bebida manteve os valores de acidez total e pH estaveis durante o periodo
de 34 dias de armazenamento sob refrigeragao;

« A bebida apresentou estabilidade microbiolégica e contagens de bactérias
acido-laticas acima de 6 Log UFC/mL durante o armazenamento, atendendo

ao disposto na Instrugcdo Normativa n° 16, de 23 de agosto de 2005 do MAPA.
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