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RESUMO

A luteina, corante natural lipofilico amarelo-laranja € um carotenoide com
capacidade antioxidante e que tem sido especialmente associada a diminuicdo da
ocorréncia de catarata e degeneragcao macular relacionada a idade. Além disso, a
luteina também pode ser um importante aliado na reducao do estresse oxidativo e
danos ao DNA, contribuindo para a prevencao de diversos tipos de cancer. Como a
luteina ndo é sintetizada pelo organismo humano, € necessario que seja suprida por
meio da alimentagc&o. Para atingir a ingestdo minima de 6 mg/dia de luteina, seria
necessario o consumo de 2 tigelas de espinafre ou uma tigela de salada de couve por
dia, o que torna um habito praticamente impossivel para a maioria das pessoas. A
aplicacao da luteina como ingrediente funcional em derivados lacteos € uma opgéao
atrativa, para disponibilizar a luteina de uma forma saborosa e também ser uma opg¢ao
para aqueles que buscam por alimentos com ingredientes naturais e mais saudaveis.
O kefir se destaca como alimento natural, com boa qualidade nutricional e por
promover beneficios a saude. Devido a presenca de proteinas e lipideos em sua
composicao, torna-se interessante a adi¢gado de luteina ao kefir, uma vez que estas
biomoléculas sao excelentes carreadores de compostos hidrofobicos. O objetivo deste
estudo foi desenvolver um kefir adicionado de luteina e avaliar o aspecto oxidativo
deste corante bioativo ao longo do periodo de armazenamento. Na fabricagao do kefir,
leite pasteurizado foi adicionado de sacarose, luteina e fermento. Apds o processo
fermentativo realizou-se a quebra da coalhada e envase. O kefir apresentou
composicao de 3,13% de proteina, 2,78% de gordura, 82,20% de umidade, 17,80%
de EST e 0,71% de RMF. O pH do produto variou entre 4,32 e 4,35 e a acidez titulavel
variou entre 0,81 a 0,99 g de acido latico por 100 mL, atendendo o parametro de
acidez determinado pela legislagéo vigente. A analise instrumental de cor indicou que
o kefir apresenta cor clara e devido aos valores positivos iniciais encontrados para as
coordenadas cromaticas a* e b*, a cor se aproximou mais do eixo da cromaticidade
vermelha e amarela, respectivamente. A luteina n&o interferiu na capacidade de
retencao de agua do kefir. Houve uma diminui¢cao da viscosidade aparente e aumento
nao linear da tensao de cisalhamento, de ambos os kefir. A adicdo de luteina ao kefir
aumentou significativamente (p < 0,05) o teor de compostos fendlicos totais, porém
estes foram reduzindo ao longo do tempo de armazenamento. Em relagdo a

capacidade antioxidante in vitro a adicdo de Iuteina também aumentou



significativamente (p < 0,05) a atividade antioxidante das amostras de kefir,
independentemente do método usado (radical ABTS ou DPPH), com redugdes ao
longo da vida de prateleira. Quanto a qualidade microbiolégica, nenhuma das
amostras de kefir apresentaram contagens de coliformes a 30 ou 45 °C, atendendo
aos critérios estabelecidos pela legislagdo. A contagem de fungos filamentosos nao
atendeu o padrao minimo de 10 UFC/g. A contagem de bactérias laticas inicial foi da
ordem de 107 UFC/g atendendo a legislagdo, porém ndo permaneceu viavel ao longo
do periodo de estocagem. O kefir adicionado de luteina apresentou boa aceitagao
sensorial durante o periodo de armazenamento, com média geral de aceitagao de 6,44
na escala hedénica de nove pontos. Portanto, os resultados encontrados neste estudo
S840 promissores e encorajam novas investiga¢des visando a obtengéo e utilizagao de

luteina como ingrediente antioxidante na industria de alimentos.

Palavras-chave: probiotico; carotenoide; antioxidante; saude; tecnologia.



ABSTRACT

Lutein, a natural lipophilic yellow-orange dye, is a carotenoid with antioxidant
capabilities and has been specifically linked to a reduced occurrence of cataracts and
age-related macular degeneration. Furthermore, lutein can also be a significant ally in
reducing oxidative stress and DNA damage, contributing to the prevention of various
types of cancer. As lutein is not synthesized by the human body, it has to be supplied
through food. To reach the minimum intake of 6 mg/day of lutein, you would need to
eat 2 bowls of spinach or a bowl of kale salad a day, which makes it practically
impossible for most people. The application of lutein as a functional ingredient in dairy
products is an attractive option, to make lutein available in a tasty way and also be an
option for those looking for foods with natural and healthier ingredients. Kefir stands
out as a natural food with good nutritional quality and health benefits. Due to the
presence of proteins and lipids in its composition, the addition of lutein to kefir becomes
interesting since these biomolecules are excellent carriers of hydrophobic compounds.
The aim of this study was to develop kefir with added lutein and evaluate the oxidative
aspect of this bioactive dye over the storage period. In the production of kefir,
pasteurized milk was supplemented with sucrose, lutein and yeast. After the
fermentation process, curd breaking was carried out, and the product was packaged.
The kefir had a composition of 3.13% protein, 2.78% fat, 82.20% moisture, 17.80%
total solids, and 0.71% fat-free dry matter. The product's pH ranged between 4.32 and
4.35, and the titratable acidity varied between 0.81 to 0.99 g of lactic acid per 100 mL,
meeting the acidity parameter determined by current regulations. The instrumental
color analysis indicated that the kefir had a light color, and due to the initial positive
values found for the chromatic coordinates a* and b*, the color approached the red
and yellow chromaticity axes, respectively. Lutein did not interfere with the drink's
water retention capacity. There was a decrease in apparent viscosity and a non-linear
increase in shear stress, of both kefir. The addition of lutein to kefir significantly
increased (p > 0.05) the total phenolic compound content, but these decreased over
the storage period. Regarding in vitro antioxidant capacity, the addition of lutein also
significantly increased (p > 0.05) the kefir samples's antioxidant activity, regardless of
the method used (ABTS or DPPH radicals), with reductions over the shelf life. As for
microbiological quality, none of the kefir samples showed coliform counts at 30 or

45 °C, meeting the criteria established by regulations. The count of filamentous fungi



did not meet the minimum standard of 10* CFU/g. The initial count of lactic bacteria
was around 107 CFU/g, complying with regulations, but they were not viable over the
storage period. The kefir with added lutein showed good sensory acceptance during
the storage period, with an overall acceptance score of 6.44 on the nine-point hedonic
scale. Therefore, the results of this study are promising and encourage further

investigations for obtaining and using lutein as an antioxidant ingredient in the food

industry.

Keywords: probiotic; carotenoid; antioxidant; health; technology.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um grande produtor de leite, figurando entre os cinco maiores do
mundo. Nas ultimas pesquisas esta ocupando o terceiro lugar com soma total de 35
bilhdes de litros/ano (EMBRAPA, 2023). E é responsavel pela produgao de diversos
derivados lacteos. Dentre eles, o kefir, que é definido pela legislagao brasileira como
leite fermentado viscoso e ligeiramente carbonatado, com sabor acido e com
pequenas quantidades de alcool (BRASIL, 2007).

Alguns autores tém relatado que o consumo regular de kefir esta associado a
beneficios na saude como: reducdo dos efeitos de intolerancia a lactose,
imunomodulagédo, protecdo contra microrganismos patogénicos, balango da
microbiota intestinal, atividade anticarcinogénica, regeneragcdo hepatica, efeito
hipocolesterolémico, controles da glicose plasmatica, hipertenséo e peso, atividades
antioxidantes e antialergénicas, redugao nos depdsitos de lipidios vasculares, entre
outros (DERTLI; CON, 2017; FARNWORTH, 2005; GONZALEZ-OROZCO et al.,
2022; GUZEL-SEYDIN et al., 2021; HATMAL et al., 2018; IRMAO; COSTA, 2018;
LEBLANC et al., 2007; PRAZNIKAR et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020; SHARIFI et
al., 2017; TUREK; WSZOTEK, 2022).

O leite utilizado na fabricacdo do kefir € constituido de uma série de
componentes, como: agua, lipideos, carboidratos, proteinas e nutrientes (CRUZ et al.,
2015). A membrana do glébulo de gordura do leite contém varias moléculas, entre
elas os hidrocarbonetos, sendo representados de forma mais significativa pelos
carotenoides (NORNBERG et al., 2022).

A luteina, corante natural lipofilico amarelo-laranja, € um carotenoide da classe
das xantofilas com atividades antioxidante e anti-inflamatoria principalmente
relacionada a redugao do risco de doencgas oculares relativas a idade, tais como
degeneragdo macular e catarata (STRINGHETA et al., 2006). E geralmente
encontrada em varios vegetais folhosos (espinafre e couve), frutas (caqui, manga e
melancia) e gema de ovo. Como nao é sintetizada pelo organismo, € obtida a partir
da ingestdo de suas fontes alimentares (ROBERTS; GREEN; LEWIS, 2009; RODIC
et al., 2012).

Neste contexto, a luteina € um corante natural que vem sendo usado pelas
industrias de alimentos e farmacéutica por apresentar acdo antioxidante, substituindo

os corantes artificias maléficos a saude e agregando valor nutricional ao produto
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(BUSCEMI et al., 2018). Assim, evitando a acao deletéria dos radicais livres sobre as
células, os quais favorecem o envelhecimento celular, danos ao DNA e o
aparecimento de doengas como cancer. Além da fungao protetora dos olhos, a luteina
atua também contra o desenvolvimento de doengas crbnicas e como agente
estimulador do sistema imune (BATISTA, 2022).

Como a luteina é uma molécula hidrofobica, € capaz de interagir com os
glébulos de gordura e as proteinas do leite. Consequentemente, a aplicagao da luteina
como suplementagao em leite pode ser uma alternativa viavel, com a gordura ou as
proteinas, possivelmente, constituindo uma estrutura protetora e carreadora da
luteina, aumentando a solubilidade e disponibilidade desta molécula bioativa
(TEIXEIRA, 2022).

Atualmente, os consumidores estdo muito mais informados e exigentes,
buscando alimentos com ingredientes naturais e mais saudaveis. As industrias
alimenticias cada vez mais procuram inovar para acompanhar as tendéncias de
mercado e ganhar novos consumidores (MORETTI et al., 2022).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante da luteina
adicionada ao kefir durante o periodo de armazenamento, visando o desenvolvimento

de uma bebida que possa ter caracteristicas funcionais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade antioxidante da luteina adicionada ao kefir durante o
periodo de armazenamento, visando o desenvolvimento de uma bebida que possa ter

caracteristicas funcionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da adigdo de luteina nas caracteristicas fisico-quimicas do kefir

apos 1,14, 20 e 42 dias de armazenamento;

e Avaliar o efeito da adigao de luteina nas caracteristicas de cor, capacidade de
retencdo de agua e propriedade reoldgicas do kefir apés 1, 20 e 40 dias de
armazenamento;

e Avaliar o efeito da adigao de luteina no teor de compostos fendlicos totais e na
capacidade antioxidante in vitro por dois métodos diferentes ABTS (2,2-azino-
bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) e DPPH (1,1-diphenyl-2-
pycrylhydrazyl), do kefir apés 1, 20 e 40 dias de armazenamento;

e Avaliar o efeito da adicdo da luteina na estabilidade microbiolégica do kefir apés

2 e 42 dias de armazenamento;

e Avaliar o impacto da adicao de luteina na aceitagao sensorial do kefir.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS ECONOMICOS E NUTRICIONAIS DO LEITE

A pecuaria leiteira tem evoluido de forma muito positiva nos ultimos anos, tanto
em produtividade e tecnificacdo quanto em relagdo as questdes de sanidade dos
animais, estagdes de trabalho, infraestrutura e desenvolvimento sustentavel do setor
(CASAGRANDE, 2021).

A cadeia produtiva do leite € uma das principais atividades econdmicas do
Brasil e possui forte efeito na geracédo de emprego e renda. Ela é presente em quase
todos os municipios brasileiros, e envolve mais de um milhdo de produtores no campo,
gerando outros milhdes de empregos nos demais segmentos da cadeia (CASTRO,
2023).

Segundo o IBGE o valor da producgao leiteira esta entre os maiores, ficando a
frente de culturas tradicionais como o café. De acordo com a Food and Agriculture
Organization (FAO), o Brasil € o maior produtor de leite da América Latina e deve
ocorrer um aumento na producgao de leite em 1% a cada ano no Brasil devido, entre
outros fatores, ao melhoramento genético animal (BARBERO et al., 2022).

O Brasil tem um dos parques industriais mais desenvolvidos na area de
laticinios, que transformam hoje em dia quase a metade da produgado de leite (cerca
de 17 bilhdes de litros) em produtos lacteos diversos: queijos, iogurtes, leites
fermentados, manteiga, sobremesas lacteas, doces de leite, creme de leite, entre
outros (CRUZ et al., 2017). Mesmo assim, o Brasil nos ultimos 10 anos, importou em
média aproximadamente 160 mil toneladas por ano de produtos lacteos. Isso
materializa o pais como importador, com uma faixa de mercado interno sendo
atendida pelo comércio internacional, que tem a Argentina e o Uruguai como os
principais fornecedores (EMBRAPA, 2023).

Em paises de baixa renda, a populagado se alimenta relativamente mais de
raizes e tubérculos e a medida que a renda cresce ocorre migragao para proteinas
animais, como o caso do leite e seus derivados (EMBRAPA, 2023).

Segundo dados do United States Department of Agriculture (USDA) (2023) de
dezembro de 2022, a producdo mundial de lacteos deve ser recorde em 2023 com
709,43 milhdes de toneladas, alta de 1,20% em relacédo a 2022, mantendo a tendéncia

de crescimento também de 1,20% a.a. desde 2019. A motivagédo € estimada pelo



18

aumento do consumo de lacteos da ordem de 1,23% para 2023 (706 milhdes de
toneladas), de todos os produtos, especialmente de leite fluido (1,22%) de 657,62 para
665,64 milhdes de toneladas, considerando que € usado para producédo de outros
lacteos (XIMENES; SOARES, 2023).

A tendéncia e demanda atual € por produtos alimenticios de qualidade sensorial
e nutricional elevada que tenham em sua composi¢cdo pouca ou nenhuma adi¢ao de
aditivos sintéticos ou conservantes, assim como também de alimentos em cuja
composigcao estejam presentes compostos bioativos como as vitaminas, minerais e
compostos fendlicos (HERNANDEZ-CARRANZA et al., 2019).

Entre as classes de alimentos funcionais, os produtos lacteos tém sido
reconhecidos por pesquisas e profissionais da saude como uma importante fonte para
nutricdo humana, especialmente a gordura e a proteina, componentes que estao
intimamente relacionados as suas propriedades benéficas e que, por isso, poderiam
veicular compostos com propriedades funcionais (POZZO, 2012).

Estudos recentes mostram que alguns componentes da gordura do leite podem
carregar efeitos hipocolesterolémicos, anticancerigenos e antidiabéticos (PARODI,
2016; RODRIGUEZ - ALCALA et al., 2017).

A gordura frans presente no leite e seus derivados, denominada de &acido
vacénico, é a precursora de acidos graxos especificos de ruminantes, como o Acido
Linoleico Conjugado (CLA) (PREUSS et al., 2013). O CLA demonstra exercer varias
propriedades fisioldgicas potenciais benéficas ao homem, incluindo atividades anti-
carcinogénicas, anti-obesidade, anti-cardiovasculares e antidiabéticas (LIMA et al.,
2018).

3.2 LEGISLACAO DE LEITE FERMENTADO

No Brasil a legislagdo atualizada pelo Decreto n® 9.013, de 29 de margo de
2017 (Novo RIISPOA), define no Artigo 386 que leites fermentados sdo produtos
lacteos ou produtos lacteos compostos obtidos por meio da coagulagdo e da
diminuicdo do pH do leite ou do leite reconstituido por meio da fermentacgao lactea,
mediante agdo de cultivos de microrganismos especificos, com adigdo ou ndo de
outros produtos lacteos ou de substéancias alimenticias (BRASIL, 2017).

Ainda, no regulamento acima supracitado, s&o considerados leites

fermentados o iogurte, leite fermentado ou cultivado, leite acidofilo ou acidofilado,
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kumys, kefir e a coalhada, e que os microrganismos especificos devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto até o final do prazo de validade, conforme disposto
em normas complementares (BRASIL, 2017).

De acordo com o conteudo de matéria gorda, os leites fermentados se
classificam em: com creme (aqueles cuja base lactea tenha um conteudo de matéria
gorda minima de 6,0 g/100 g), integrais (aqueles cuja base lactea tenha um conteudo
de matéria gorda minima de 3,0 g/100 g), parcialmente desnatados (aqueles cuja base
lactea tenha um conteudo de matéria gorda maxima de 2,9 g/100 g) e desnatados
(aqueles cuja base lactea tenha um conteudo de matéria gorda maxima de 0,5 g/100
g) (BRASIL, 2007).

Quando em sua elaboragéo tenham sido adicionados ingredientes opcionais
nao lacteos, antes, durante ou depois da fermentacao, até um maximo de 30% m/m,
classificam-se como leites fermentados com adi¢ées. No caso em que os ingredientes
opcionais sejam exclusivamente agucares, acompanhados ou nao de glicidios (exceto
polissacarideos e polialcoois) e/ou amidos ou amidos modificados e/ou maltodextrina
e/ou se adicionam substancias aromatizantes/saborizantes, classificam-se como
leites fermentados com acucar, agucarados ou adogados e/ou aromatizados/
saborizados (BRASIL, 2007).

3.3 KEFIR

O termo kefir é derivado da palavra turca keyif, que significa “bom sentimento”
pela sensacgao experimentada depois de beber o produto. O kefir também é conhecido
por outras nomenclaturas como: kefer, kefyr, kephir, kepi, kiaphur, kipi e knapon.
Embora o kefir comercial seja tradicionalmente fabricado de leite de vaca, pode ser
elaborado a partir de leite de ovelhas, cabras e bufalas (CASSANEGO et al., 2018;
D’ANGELIS et al., 2020; FERRARI; VINDEROLA; WEILL, 2020).

O kefir € um leite fermentado que esta sendo revalorizado nos ultimos anos.
Como o iogurte, sua origem é atribuida as montanhas do norte do Caucaso, entre a
Europa Oriental e a Asia Ocidental. A histéria conta que os graos de kefir foram um
presente de Ala para o povo mulgumano do norte das montanhas. No século XIX, a
producdo artesanal do kefir, baseada na tradicado dos povos do Caucaso, espalhou-
se para outras partes do mundo e, com ela suas indicagdes nutricionais e terapéuticas
(RICHARDS; KINDLEIN; BRACCINI, 2022).
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Entende-se por kefir o produto, cuja fermentagao se realiza com cultivos acido-
lacticos elaborados com graos de kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producédo de acido lactico, etanol e
diéxido de carbono. Os graos de Kefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras
de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp. e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
(BRASIL, 2007).

A dupla fermentagdo do leite por bactérias e leveduras, que ocorre no kefir,
resulta na produgdo de um alimento rico em acidos latico, acético e glicbnico, alcool
etilico, gas carbdnico, vitamina B12 e polissacarideos que conferem ao produto
caracteristicas sensoriais singulares. O acido latico formado a partir da fermentagao
da lactose age como conservante natural, tornando o kefir um produto biologicamente
seguro. O produto é de alta digestibilidade, que é atribuida a natureza da coalhada,
cujas proteinas sofreram, durante a fermentagdo, desnaturagdo em varios graus,
obtendo-se, assim, uma coalhada de particulas finamente divididas e facilmente
penetradas pelos sucos gastricos (SOUZA; GARCIA; VALLE, 1984; HERTZLER,;
CLANCY, 2003).

A composigcao microbioldgica e quimica indica que o kefir € um produto com
caracteristicas probidticas, ou seja, possui em sua composi¢ao microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a
saude do individuo (WESCHENFELDER et al., 2011).

Ingredientes obrigatorios para o preparo de bebida fermentada: leite e/ou leite
reconstituido padronizado em seu conteudo de gordura. Cultivos de bactérias lacticas
e/ou cultivos de bactérias lacticas especificas. Ja os opcionais sio: leite concentrado,
creme, manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil, leite em po, caseinatos
alimenticios, proteinas lacteas, outros sélidos de origem lactea, soros lacteos,
concentrados de soros lacteos. Frutas em forma de pedacgos, polpa(s), suco(s) e
outros preparados a base de frutas. Maltodextrinas. Outras substancias alimenticias
tais como: mel, coco, cereais, vegetais, frutas secas, chocolate, especiarias, café,
outras, s6s ou combinadas. Acgucares e/ou glicidios (exceto polialcodis e
polissacarideos). Cultivos de bactérias lacticas subsidiarias. Amidos ou amidos

modificados em uma propor¢ao maxima de 1% (m/m) do produto final. Os ingredientes
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opcionais nao-lacteos, s6s ou combinados deverao estar presentes em uma
propor¢ao maxima de 30% (m/m) do produto final (BRASIL, 2007).

Dentre as caracteristicas sensoriais destacam-se: consisténcia firme, pastosa,
semisolida ou liquida. Cor: branca ou de acordo com a(s) substancia(s) alimenticia(s)
e/ou corante(s) adicionado(s). Odor e Sabor: caracteristico ou de acordo com a(s)
substancia(s) alimenticia(s) e/ou substancia(s) aromatizante(s)/saborizante(s)
adicionada(s) (BRASIL, 2007).

Os requisitos fisico-quimicos para kefir deve atender: < 1,0 de acidez (g de
acido lactico/100g) Norma FIL150:1991 e 0,5 a 1,5 de etanol (% v/m) (BRASIL, 2007).

A contagem de bactérias laticas totais (UFC/g) Norma FIL 117A: 1988 para kefir
deve atender ao requisito minimo de 107 e a contagem de leveduras especificas
(UFC/g) Norma FIL 94 B: 1990 deve atender o padrdo minimo de 104 (MAPA, 2007).

3.4 PROBIOTICOS

De acordo com a definicdo de 2001 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
0s probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficio a saude do hospedeiro, sendo necessario que este
efeito benéfico seja traduzido por uma alegagéao de propriedade funcional ou de saude
e que esteja relacionado ao beneficio comprovado para a linhagem (FAO/WHO, 2002;
2006; HILL et al., 2014; EFSA, 2018).

E possivel encontrar produtos caracterizados como probiéticos como leites
fermentados, queijos, iogurtes, sorvetes, requeijao, kombucha e produtos
farmacéuticos na forma de pds, sachés, tabletes e comprimidos. Lacteos
fermentados a base de graos de kefir também vem sendo amplamente consumidos
por seu valor nutricional e aspecto probiético (RABELO et al., 2022).

Os produtos fermentados sao os primeiros alimentos processados consumidos
pelo homem, este processo tem como base a agdo de microrganismos e ocorre por
meio da acao de suas enzimas em um meio composto por nutrientes essenciais a sua
proliferacédo (YEGIN et al., 2022). Os alimentos fermentados fornecem beneficios para
a saude, pois sao ricos em antioxidantes além de possuir compostos antimicrobianos,
antifungicos, anti-inflamatorios entre outros (TZAVARAS; PAPADELLI; NTAIKOU,
2022).
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As bactérias pertencentes ao grupo dos microrganismos probiéticos possuem
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). Sendo essas as espécies probidticas mais
utilizadas (FAO/OMS, 2001).

De acordo com Parvez et al. (2006), os critérios de selegao das bactérias laticas
incluem produzirem efeitos benéficos para o hospedeiro; se adaptarem ao alimento e
permanecerem viaveis durante o periodo de validade do produto; resistir as condigdes
do trato gastrointestinal; capacidade de colonizagédo e produgéo de substancias que
inibam o crescimento de bactérias patogénicas. Além disso, segundo Ouwehand,
Salminen e Isolauri (2002), elas precisam ser de facil cultivo, tolerar a presenca de
aditivos quimicos e contribuir para as propriedades sensoriais dos produtos. A
contagem de bactérias laticas ao longo da validade do produto deve ser da ordem de
108 UFC/g (RABELO et al., 2022).

O consumo diario de probidticos esta associado aos seguintes efeitos:
retardo da proliferagdo de bactérias patogénicas, controle das infec¢des intestinais,
melhora na motilidade e constipagdo intestinal, controle do pH, melhora da
absorgdo de nutrientes, diminuigao da intolerancia a lactose, efeito anticarcinogénico,
fortalecimento do sistema imunoldgico, sintese de vitaminas como a Ke B12 e
proteinas, regulacdo da microbiota intestinal, sendo este considerado o mais
importante dos beneficios (RABELO et al., 2022).

Atualmente os produtos lacteos representam uma parte significativa dos
produtos probidticos disponiveis no mercado mundial, sendo considerados o principal

grupo veiculador alimenticios de probidticos (ORIENTE et al., 2023).

3.5 ANTIOXIDANTES

O leite € um produto muito sensivel e sabores estranhos podem ocorrer devido
a diversos fatores como presenca de microrganismos, exposi¢ao a luz artificial ou
natural, pela relagdo tempo x temperatura de estocagem e material de embalagem,
dentre outros (BRASIL, 2010).
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Quando uma substancia consegue inibir ou atenuar a oxidagao de substratos,
ainda quando a sua presenca é dada em concentracbes baixas é denominada
antioxidante (SILVA et al., 2013).

Os antioxidantes podem atuar no organismo de diversas maneiras, como na
protegcdo da célula contra os radicais livres, impedindo sua formagao e reparo ja
causados pelos radicais. Podem ser classificados em: antioxidantes enzimaticos e ndo
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos bloqueiam a iniciacdo da oxidacgao, as
enzimas sao responsaveis pela remogao de espécies reativas ao oxigénio. Os nao
enzimaticos interagem com as espécies radicalares e durante a reagdo sao
consumidos, incluindo os compostos fendlicos sintéticos, naturais e outros (ANGELO;
JORGE, 2007).

Através de dieta mais saudavel podemos consumir alimentos ricos em
propriedades antioxidantes, alguns destes antioxidantes presentes nestes alimentos
podem ser os flavonoides e carotenoides, assim como algumas vitaminas como E e
C, sendo extremamente importantes na intercepgdo dos radicais livres (BIANCHI,
ANTUNES, 1999). A vitamina E ¢é o principal antioxidante da membrana celular, capaz
de inibir a agao dos radicais livres, prevenindo a propagacgao de peroxidagao lipidica
(COZZOLINO, 2009). Pela agao antioxidante dessa vitamina, juntamente com a
glutationa, a vitamina C e os carotenoides, constituem um dos principais mecanismos
de defesa enddégena do organismo, inibindo os danos oxidativos (BIANCHI;
ANTUNES, 1999). A vitamina C tem a caracteristica de doar e receber elétrons, que
Ihe garante papel indispensavel como antioxidante. Os carotenoides promovem a
pigmentagao amarela, laranja ou vermelha nos alimentos (tomate, abdbora, pimentao,
laranja) (MORAIS; COLLA, 2006). O B-caroteno esta amplamente distribuido nos
alimentos e possui agédo antioxidante (SILVA, 2010).

Dentre os corantes naturais permitidos na fabricacdo de alimentos, destaca-se
a curcumina e o urucum devido a agao antioxidante. A fungao primaria dos pigmentos
€ dar cor ao alimento, mas também promover saude e bem estar através da prevencéao
e as vezes até auxilio na cura de doencas (CONTE, 2016).

A curcumina é um potente antioxidante que protege contra danos oxidativos a
componentes celulares e o cancer, principalmente de pele e de mama. Tem sido
relatada sua acdo na inibicdo, promocgao e progressdo de canceres, pois inibe a
peroxidagao lipidica (VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).
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A planta Bixa orellana recebe diferentes denominagdes populares ao redor do
mundo: urucu, urucum e agafrao, no Brasil. Dentre os principais compostos do urucum
estdo os compostos fendlicos e os carotenoides e por vezes estao envolvidos com as
propriedades funcionais, entre elas a atividade antioxidante, responsavel pela
protecdo a oxidacdo celular, podendo agir de modo preventivo contra canceres,
problemas cardiovasculares e envelhecimento (MOREIRA, 2013).

As antocianinas e a luteina, sdo compostos bioativos encontrados na natureza
que além da fungao de colorir possuem caracteristicas biolégicas especificas que lhes

conferem uma excelente atividade antioxidante (ROCHA, 2013).

3.6 CAROTENOIDES

Os carotenoides compreendem um dos principais grupos de pigmentos naturais
lipidicos, com coloragao amarela, laranja ou vermelha, a excegao dos carotenoides
fitoeno e fitoflueno que sao incolores (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017). Sao
representados por aproximadamente 850 substancias ja identificadas até o momento
(MAOKA, 2020).

A ocorréncia de carotenoides na natureza € abrangente e eles podem ser
encontrados em varios seres vivos, desde microrganismos até animais. Algumas
espécies de bactérias, fungos, algas e plantas superiores sdo capazes de produzir
estes pigmentos. Em animais, como crustaceos (camarao, lagosta, siri), aves
(flamingo) e peixes (truta e salmao) esses pigmentos sdo acumulados no organismo
por meio da alimentagdo (MESQUITA; TEIXEIRA; SERVULO, 2017).

A maioria dos carotenoides tem a estrutura basica de tetraterpeno de quarenta
carbonos, formada por oito unidades isoprenoides de cinco carbonos, ligados de tal
forma que a molécula é linear e simétrica (QUIROS; COSTA, 2006). Dentre as
estruturas de carotenoides, aproximadamente 50 possuem atividade biologica e,
deste total, cerca de 40 podem ser encontradas em alimentos (FRASER; BRAMLEY,
2004).

Existem, basicamente, duas classes de carotenoides: carotenos e xantofilas.
Os carotenos sao hidrocarbonetos representados pelos a, B e y- caroteno, licopeno e
bixina. As xantofilas sdo derivados oxigenados (oxicarotenoides) representados pela
capsorubina, capsantina criptoxantina, zeaxantina, xantofila e luteina (PASSOS et al.,
2017).
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Apresentam diversas vantagens, incluindo toxidade baixa, cores altamente
desejaveis e de alta resisténcia tintorial, atividade de pré-vitamina A e estabilidade na
presenga de agentes redutores (acido ascoérbico) (GOMES, 2012). Sem falar no poder
antioxidante que atua combatendo o excesso de radicais livres no organismo que
podem contribuir para o envelhecimento e a instalagdo de doengas degenerativas,
como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre outras (PEREIRA; VIDAL,;
CONSTANT, 2009).

Os carotenoides sao conhecidos por seu emprego na industria de alimentos e
farmacéutica como corantes e também por sua atividade bioldgica, apesar das
limitagdes devido a sua baixa solubilidade em agua e baixa estabilidade em diferentes
condi¢cbes de processamento em relagdo ao pH, temperatura, forga idnica, luz e
oxigénio (DIMA et al., 2018). O seu consumo tem sido inversamente correlacionado
com a ocorréncia de doencgas crénico-degenerativas. Dentre estes pigmentos, a
luteina se destaca pela sua associagdo com a diminuicdo da ocorréncia e prevengao
da catarata e da Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI). A DMRI
caracteriza-se pela degradacao da porcéo central da retina que é a maior causa de
cegueira irreversivel em idosos (XAVIER et al., 2012).

Assim, nos ultimos anos, tem-se percebido um crescente interesse nos
carotenoides, principalmente a luteina, por sua aplicagao na tecnologia de alimentos

e produtos nutracéuticos.

3.7 LUTEINA

A luteina (Figura 1) é um carotenoide di-hidroxilado pertencente a classe das
xantofilas e possui uma estrutura quimica com amplo sistema de ligacées duplas
conjugadas, o que lhe confere atividade antioxidante (NACHTIGALL, 2007). Tem
féormula geral C4oHs602 € nome sistematico B,e-caroteno-3,3'-diol (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001). A principal fonte natural da luteina séo as pétalas das flores de Tagete
(Tagete erecta), onde é encontrado formando ésteres com diferentes acidos graxos
(SKERGET et al., 2010). Seu pigmento € um dos principais componentes de vegetais
verdes, frutas alaranjadas e gema de ovo, onde pode ser encontrado livre ou
esterificado com acidos graxos (HOJNIK; SKERGET; ZELJKO, 2008).
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Figura 1 — Estrutura quimica da luteina.

Fonte: Fernandez-Garcia et al. (2012).

Como a luteina ndo é sintetizada pelo organismo humano, € necessario que
seja suprida por meio da alimentacdo. A ingestdo de 6 a 20 mg/dia de luteina esta
associada com a redugao da incidéncia de degeneracdo macular, bem como de
catarata. Para atingir a ingestdo minima de 6 mg/dia de luteina, seria necessario o
consumo de 2 tigelas de espinafre ou uma tigela de salada de couve por dia, o que
torna um habito praticamente impossivel para a maioria das pessoas (SOBRAL et al.,
2016).

A luteina esta concentrada na macula da retina nos olhos, onde sua fungao é
proteger a retina através da absorgéo da luz azul incidente (DALLAS; TRABER, 2018).
Além disso, pode atuar como agente antioxidante através da eliminagao de radicais
livres ou oxigénio singlete, diminuindo assim o estresse oxidativo na retina (NAGAO,
2014).

Considerada um antioxidante biolégico que inativa os radicais livres produzidos
na auto-oxidagao lipidica. A propriedade antioxidante dos carotenoides esta
relacionada a sua estrutura, devido a presenca de elevado numero de ligagdes duplas
alternadas (NACHTIGALL, 2007). Os carotenoides que tém nove ou mais ligacoes
duplas tem maior protecdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001), uma vez que as ligagdes
duplas permitem a absorgédo de energia das espécies reativo, canalizando-o através
das longas cadeias de ligagdes duplas que entram em ressonancia, a energia é
liberada como calor, regenerando a molécula carotenoide ao seu estado inicial
(NACHTIGALL, 2007).

Entretanto, a sensibilidade ao calor, oxigénio e luz, assim como a baixa
solubilidade aquosa e biodisponibilidade, sdo fatores que limitam a aplicacdo da
luteina nas industrias de alimentos (YI et al., 2016). Diante destas limitagbes, dentre

0s mecanismos que podem ser utilizados para sua estabilizacdo, se encontra a
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microencapsulacao, que permite a incorporacao de substancias ativas dentro de um
sistema de matriz ou parede para proteger esses compostos, impedindo-os de sofrer
reagdes de oxidacao devido a condigdes ambiental, aumentando sua vida util (ISLAS,
2002).

A pasteurizagao e esterilizagao térmicas sao amplamente utilizadas na industria
lactea para promover a seguranga microbioldgica e aumentar a vida util dos produtos
(MUNOZ et al., 2018). Embora muito utilizada na industria de laticinios, sabe-se que
as altas temperaturas empregadas para eliminar as bactérias também levam a
degradacéo térmica de compostos volateis e termossensiveis, resultando na perda do
valor sensorial e nutricional do leite e produtos lacteos (BHUSHAND et al., 2017;
CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK, 2013). O processamento térmico de
acordo com a sua intensidade pode provocar perdas ou alteragdes na composigao
dos carotenoides presentes nos alimentos como, por exemplo, a isomerizagdo dos
carotenoides trans para isdmeros cis. Devido a presenga de muitas duplas ligagdes
na sua estrutura, os carotenoides sao susceptiveis a varias reagdes de degradacéo
durante o processamento e estocagem do alimento (GAMA; SYLOS, 2007).

Uma forma de proteger a luteina presente nos alimentos dos efeitos do
tratamento térmico € a esterificagdo. A esterificagdo ocorre quando um &acido
carboxilico reage com um alcool, ocorrendo a liberagdo de uma molécula de agua.
Dessa forma, as xantofilas sdo capazes de formar ésteres porque possuem pelo
menos um grupo hidroxila. As formas esterificadas, principalmente com acidos graxos
insaturados, sao mais estaveis do que as formas nao esterificadas, devido ao aumento
na lipossolubilidade (BEMFEITO et al., 2020).

A luteina é uma molécula hidrofébica rigida que consegue interagir com as
porcoes lipofilicas das células, como exemplo as membranas e glébulos de gordura
(OLSON, 1996). A quantidade de gordura consumida com a fonte de luteina é um fator
que afeta a biodisponibilidade, porque um maior teor de gordura aumenta a
biodisponibilidade dos ésteres de luteina (HANDELMAN et al., 1999; ROODEMBURG
et al., 2000).

As proteinas do leite também sdo capazes de interagir com compostos
hidrofébicos como a luteina. Constituindo assim, um bom sistema para veicular e
estabilizar estas moléculas (SILVA, 2015). Estas sdo divididas em dois grupos
principais, caseinas e proteinas do soro. Sendo muitas vezes utilizadas como agentes

emulsionantes em alimentos e podem inibir a oxidagao, impedindo a penetracéo de
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pro-oxidantes no complexo formado entre estas proteinas e o carotenoide (LIVNEY,
2010).

Dentre as proteinas do soro destaca-se a [(- lactoglobulina, devido sua
capacidade de ligagdo com os acidos graxos, torna-lhe um eficiente agente
emulsificador apreciado pelas industrias de alimentos (LIANG; SUBIRADE, 2010).
Alguns estudos também tem investigado a interagdo de B-caseina com moléculas
hidrofobicas, sugerindo que as forgas de interagao hidrofobica sdo as responsaveis
por esta interagéo (SILVA, 2015).

Logo, a aplicagdo da luteina como suplementagdo em kefir pode ser uma
interessante alternativa, com a gordura do leite aumentando a biodisponibilidade e as
proteinas agindo como emulsificadoras, melhorando a solubilidade deste composto

bioativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCALIZAGAO DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram conduzidos em escala piloto nas dependéncias do
Laboratério de Pesquisa Desenvolvimento e Inovagao (Lab. de PD&l) da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - Instituto de Laticinios Candido Tostes
(EPAMIG-ILCT), em Juiz de Fora — MG. As analises fisico-quimicas, microbiologicas
e sensoriais foram realizadas nos laboratérios de pesquisa da EPAMIG-ILCT e as
analises de cor, capacidade de retengao de agua, propriedades reoldgicas, compostos
fendlicos e capacidade antioxidante in vitro foram realizadas no Laboratério de
Inovacdo e Processamento de Alimentos (LIPA) do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

4.2 ELABORACAO DO KEFIR

Um volume de 25 L de leite pasteurizado (72 °C/ 15 s) foi dividido em 5 cubas
de 5 litros de leite cada (controle, repeticao 1, repeticao 2, repeticao 3 e repeticéo 4).

Na cuba do controle branco foi adicionado 6% de sacarose (300g). Nas cubas
R1, R2, R3 e R4 foi adicionado 6% de sacarose (300 g) e 3 g de luteina.

As 5 cubas foram colocadas em banho maria e aquecidas a 90 °C / 5 min. Apds
o tratamento térmico elas foram resfriadas a 25 °C e inoculado em cada uma 0,1 g de
fermento comercial Danisco (CHOOZIT® Kefir DC).
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Figura 2 - Registro fotografico do preparo do kefir sem e com luteina. (A)

Ingredientes pesados. (B) e (C) Tratamento térmico do kefir.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2.1 Calculo da dose de luteina a ser utilizada

e A dose diaria recomendada de consumo de luteina, pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) é de 6 mg. Neste contexto foi adicionado 6 mg de luteina para

uma porgao diaria de 200 mL do produto, logo:

6 mg de luteina ------- 200 mL de leite
X 5000 mL de leite
X=150 mg de luteina
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e Como o corante comercial utilizado tem 5% de luteina:

l 5 mg de luteina ------- 100 mg do produto ]
150 mg de luteina ------- X
X= 3000 mg = 3 g de luteina para 5L de leite

As cubas foram incubadas a 25°C e ficaram fermentando até o dia seguinte.
Quando atingiram a acidez de 0,9% (m/v) expressa como acido latico, foram resfriadas
e em seguida realizou-se a quebra da coalhada e envase em garrafas PET (polietileno
tereftalato) de 200 mL. As garrafas das bebidas de kefir foram armazenadas a5 £ 1°C
em estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand). As Figuras 3 e 4 mostram

as etapas do processamento do kefir.

Figura 3 - Registro fotografico do preparo do kefir sem e com luteina. (A) Incubacéao,
(B) Quebra da coalhada, (C), (D) e (E) Envase e (F) Armazenamento.

A L i 4 & = ‘
[ § 1 "
AP "

(A) (B)



32

(D)

(E) (F)

Fonte: Arquivo pessoal.



Figura 4 — Fluxograma de fabricagao do kefir.

33

Leite Pasteurizado (72°C /15 s)

uys

Adicao de sacarose (300g)

Adicdo de 3 g de luteina* |:> ﬂ

Tratamento térmico (90 °C / 5 min)

-

Resfriamento até + 25 °C

-

Adicao do fermento de kefir (0,1g)

-

Fermentacdo em temperatura ambiente por 12 horas

-

Resfriamento até +10 °C

-

Quebra da coalhada

-

Envase em garrafas PET de 200 mL

-

Armazenamento sob refrigeragdo a 5 °C

Legenda: * adicao de luteina apenas nas bebidas chamadas de repeticdes.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O processamento e as modificagdes tecnolégicas do processo, assim como 0s

fluxogramas de fabricagéo foram definidos por meio de testes preliminares realizados

no Laboratdrio de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao (Lab. de PD&I) do Instituto
de Laticinios Candido Tostes (EPAMIG ILCT), em Juiz de Fora - MG. A partir da

definicao de todas as variaveis e do fluxograma de fabricagao das bebidas com e sem

adicdo de luteina o produto foi fabricado em 4 repeticdes. Para dirimir qualquer

interferéncia em algumas analises (capacidade de retengcdo de agua, propriedades
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reoldgicas, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante) e para avaliar o
efeito do corante bioativo na formulagéo do produto foi elaborada uma bebida branca
(controle), sem a adi¢gao de luteina para fins de comparacéao e eliminagéo do efeito
dos carotenoides naturalmente presentes no leite de vaca. Apos a fabricagado, as
garrafas das bebidas foram estocadas sob refrigeragéo (5 °C + 1 °C) para a realizagéo
das analises.

As Tabelas 1, e 2 descrevem as analises realizadas ao longo do periodo de
armazenamento, visando verificar as alteracdes e avaliar a qualidade e a estabilidade
do kefir.

Tabela 1 — Resumo das analises realizadas no Lab. de PD&l da EPAMIG- ILCT para

o leite e para o kefir.

ANALISES
Tempo o Acidez EST pH L UM Proteina S ial Microbiolégi
(dias) cidaez P actose roteina ensoria ICropiologicas
Leite
0 v v v
Kefir
1 v v v v v N v v v
14 v v v
20 v v v
42 v v v v

Legenda: Gb = gordura butirométrica; EST= extrato seco total; UM = umidade; Microbioldgicas
(coliformes a 30 °C e a 45 °C, fungos filamentosos e leveduras e bactérias laticas); v’ = analise
realizada.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 2 — Resumo das analises realizadas no LIPA da UFV para o kefir.

ANALISES
Tempo (dias) Cor CRA PR CFT CA in vitro
1 v v v v v
20 v v 4 v v
40 v v v v v

Legenda: CRA= capacidade de retencdo de 4agua; PR= propriedades reoldgicas;
CFT= compostos fendlicos totais; CA= capacidade antioxidante; v' = andlise realizada.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As anadlises de teor percentual de gordura (m/m) foram determinadas pelo
método butirometrico, acidez titulavel (m/v) pelo método Dornic e umidade por
secagem em estufa a 105 °C. Todas as analises foram realizadas de acordo com os
métodos descritos na Portaria numero 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007).
O pH foi determinado pelo método pontenciométrico (modelo Tecnal, pH Meter Tec -
2). A lactose foi calculada por diferenga porcentual da soma dos demais constituintes:
proteina, gordura, RMF, sacarose, luteina em relagdo ao EST. O teor percentual de
proteina foi determinado pelo método Kjeldahl (PEREIRA et al., 2001). O Residuo
Mineral Fixo (RMF) foi determinado por incineragcdo em mufla a 550 °C (BRASIL,
2007). O teor de carboidrato foi determinado por meio da diferenga porcentual da
soma dos demais constituintes: proteinas, gordura e RMF em relagdo ao EST somado
com a sacarose acrescentada. O valor energético em 100mL de kefir foi calculado
pela soma dos resultados da multiplicagdo das porcentagens de proteinas,

carboidratos e lipideos pelos seus respectivos fatores de conversao (4, 4 e 9 Kcal/g).

4.5 ANALISE DE COR

A cor das amostras do kefir foram avaliadas apés 1, 20 e 40 dias de
armazenamento utilizando o colorimetro triestimulo COLOR QUEST Il equipado com
software Universe da Hunterlab, Reston, VA. Para determinagao da cor foi utilizada a
escala CIELab utilizando as coordenadas L*, a* e b*, onde L* representa o nivel de
luminosidade em uma escala de 0 a 100, sendo 0 preto e 100 branco. O eixo a*
representa a variagdo entre o verde (valores negativos) e o vermelho (valores
positivos), enquanto o eixo b* representa a variagdo entre o azul (valores negativos)

e o amarelo (valores positivos) (Figura 5).
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Figura 5 — Grafico de cor demonstrando as coordenadas cromaticas no sistema
CIELab.

Fonte: Bisulca et al. (2012).

Além disso, a diferenga total de cor (AE) entre a amostra de kefir sem adi¢ao
de luteina (definida como referéncia) e a amostra de kefir adicionada de luteina foi

calculada de acordo com a equacgao 1 (Eq. (1).

AE = J(AL%)? + (Aa )2 + (Ab )2 Eq. (1)

Onde, (AL = L1— L2), (Aa = a1— a2) e (Ab = b1— b2). Sendo L1, a1 € b1sédo 0s

valores do kefir sem luteina e os valores L2, a2 e b2 sdo os valores do kefir com luteina.
4.6 CAPACIDADE DE RETEN(}AO DE AGUA (CRA)

Para as analises de CRA, 15 g de cada amostra de kefir foi centrifugado a
3000xg durante 10 min a 5 °C (Hanil Scientific, modelo combi 514R, Gimpo, Rep. da
Coreia). O sobrenadante foi cuidadosamente drenado e os tubos foram
pesados. A capacidade de retencédo de agua foi definida como a razéo entre o peso
do pellet remanescente apos a centrifugagdo e o peso inicial do kefir, expresso em
porcentagem (PACHECO et al., 2023).



37

4.7 PROPRIEDADES REOLOGICAS

Os estudos das propriedades reoldgicas foram realizadas utilizando um
rebmetro de cilindro concéntrico rotacional (Brookfield, modelo R/S plus SST 2000,
com interface acoplada a um microcomputador conectado ao software RHEOCALC
V1.1, equipado com banho-maria) conforme descrito anteriormente por Pacheco et
al. (2023). As curvas de fluxo foram realizadas utilizando um sensor CC45 com taxa
de cisalhamento variando de 0 a 300 s™', com quatro rampas de fluxo (subida, descida,
subida e descida) com duragdo de 3 min cada e com medi¢des a cada 4 s para eliminar
o efeito de tixotropia. As amostras de kefir refrigeradas com 1, 20 e 40 dias de
armazenamento a 7 °C = 0,1, foram equilibradas a 5 °C £ 0,1 por 1 h e mantidas nesta
temperatura durante os experimentos. Os dados foram ajustados ao modelo Ostwald-
de-Waele (Power Law, Eq. (2)) usando o software Curve Expert Professional
2.2.0). Valores de Ke nforam usados para calcular a viscosidade aparente (napp,

Pa-s) do kefir em taxas de cisalhamento de 10, 50 e 100 s™".

o=K-y" Eq. (2)

Onde o é a tensado (Pa), K é o indice de consisténcia (Pa‘s"), y é a taxa de

deformacao (s™') e n é o indice de comportamento do fluxo (adimensional).

4.8 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Para determinar os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro
do kefir, as amostras de kefir refrigeradas com 1, 20 e 40 dias de armazenamento a
7 °C = 0,1, foram equilibradas a temperatura ambiente por 1 h e mantidas nesta

temperatura durante os experimentos.

4.8.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi obtido seguindo o método descrito por
Singleton e Rossi (1965), com modificagdes. Foram preparadas diluigdes para
obtencdo de diferentes concentragées (mL L") para construgdo da curva de cada

extrato, dentro da faixa linear da absorbancia. Aliquotas de 0,6 mL das dilui¢des dos
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extratos foram transferidas para tubos de ensaios contendo 3,0 mL de reagente folin-
Ciocalteu diluidos em agua (1:10 v/v). Os tubos foram homogeneizados em agitador
de tubos. Apos 3 min de agitagdo, adicionou-se 2,4 mL de solugcdo saturada de
Na2COs3 (7,5% m/v). Os tubos permaneceram em repouso, ao abrigo da luz, por 1 h.
ApOs esse periodo, realizou-se a leitura da absorbancia a 760 nm em
espectrofotdmetro previamente zerado com agua. Para o preparo do branco utilizou-
se 0,6 mL de agua seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. As
analises foram realizadas em duplicata para cada extrato de cada amostra de kefir.
Os resultados foram expressos em miligrama de acido galico equivalente por g de
kefir (mg AGE g'). Para quantificar os polifendis totais, elaborou-se previamente uma
curva analitica de diferentes diluicbes aquosas a partir da solugcédo estoque de acido

galico (200 mg L"), de concentragdes variando entre 0 mg-L-' e 150 mg-L-".

4.8.2 Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi avaliada por meio de dois radicais. O primeiro
radical foi o 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo o método descrito por De Camargo et al. (2012) e
Re et al. (1999) e o segundo radical utilizado foi o 1,1-diphenyl-2-pycrylhydrazyl
(DPPH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo o método descrito por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995).

No primeiro método, misturou-se solugdo de ABTS 7 mmol-L! e persulfato de
potassio 2,45 mmol-L-" na proporgdo 1:1 (v/v), que permaneceu ao abrigo da luz
durante 12 a 16 h para a geragao do cation croméforo ABTS+. Apds esse periodo, o
radical foi diluido em etanol 80% até que se atingiu absorbancia de 0,700 £ 0,005, no
comprimento de onda 734 nm (espectofotdbmetro Rayleigh, modelo UV-9200). Em
tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de diferentes diluicdes da amostra de kefir
e 3,5 mL de solugdo ABTS+, seguido de homogeneizagdo em agitador de tubos. A
absorbancia foi entao lida apds 6 min de reacédo, no comprimento de onda de 734 nm.

Para o segundo método, preparou-se uma solugao metandlica de DPPH com
concentragdo de 0,6 mmol L-'. A partir dos extratos, preparou-se diluigdes aquosas
para obtengdo de diferentes concentragdes (mL L) para construgédo da curva de cada
extrato dentro da faixa linear da absorbancia. Em ambiente escuro, as aliquotas de

0,1 mL das diluicbes dos extratos foram transferidas para tubos de ensaios, onde
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foram adicionados 2,9 mL da solugao metandlica do radical DPPH. Em seguida, os
tubos foram homogeneizados em agitador e deixados em repouso ao abrigo da luz
durante 25 min. Apos esse periodo, realizou-se a leitura da absorbancia a 515 nm em
espectrofotdmetro previamente zerado com etanol 80%.

A atividade antioxidante foi expressa pelo valor da capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC), sendo os resultados expressos em pmol de Trolox por
g de kefir (umol de Trolox g-1) para ambos os métodos. Calculou-se o valor da TEAC
com base na curva analitica de Trolox, preparada com solugdes do padrao de
concentragbes que variaram entre 4,0 mmol-L"' e 100,0 mmol-L"', nas mesmas

condi¢cbes das amostras.

4.9 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiolégicas do kefir sem e com luteina foram realizadas apés
2 e 42 dias de armazenamento a 5 °C em estufa incubadora BOD. Inicialmente, foram
pesadas 25 g das bebidas e adicionados 225 mL de agua peptonada 0,1% (m/v) e,
em seguida, foram realizadas diluigdes decimais em 9 mL de agua peptonada 0,1%.
Estas diluicbes foram utilizadas para as contagens de coliformes a 30 e a 45 °C,
fungos filamentosos e leveduras e bactérias laticas (SILVA et al., 2017).

As contagens microbiolégicas: coliformes a 30 e 45 °C e fungos filamentosos e
leveduras, foram realizadas utilizando -se as técnicas de contagem em placas de
Petrifim®, de acordo com a metodologia e material, citados a seguir, € com os
procedimentos determinados pelo fabricante, sendo ambos indicados para analises
em leite e produtos lacteos (PARK; KALANTARI; FRANK, 2004).

As contagens de coliformes a 30 e 45 °C foram realizadas em Petrifilm 3M™
E. coli / Coliform Count Plate (Petrifilm 3M™  EUA) com incubagéo a 30 e 45 °C por
48 h, respectivamente, de acordo com o fabricante (AOAC 991.14 — Contagem de
coliformes e E. coli em alimentos, pelicula reidratavel seca).

As contagens de fungos filamentosos e leveduras foram realizadas em Petrifilm
3M™ Yeast and Mold Count Plate (Petrifim 3M™, EUA) com incubagéo a 25 °C por
5 dias, de acordo com o fabricante (AOAC 997.02 — Contagem de bolores e leveduras

em alimentos, pelicula reidratavel seca).
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As contagens de bactérias laticas foram realizadas em agar Man Rogosa
Sharpe (MRS) pelo método de plaqueamento em profundidade com incubagédo a
37 °C em jarras de anaerobiose por 4 dias (SILVA et al., 2017).

4.10 ANALISE SENSORIAL

Foram realizados testes de aceitagao utilizando a escala heddnica de nove
pontos de acordo com a Figura 6, (CHAVES; SPROESSER, 2005; MINIM, 2006). As
avaliagdes foram realizadas no laboratério de analise sensorial da EPAMIG ILCT nos
tempos 2,13, 22, 34 e 42 dias ap6s a fabricagao do kefir. O teste de aceitagao foi
realizado para cada repetigao do kefir com luteina (R1, R2, R3 e R4) sendo intercalada
uma das repetigbes em cada tempo. Empregou-se um numero minimo de 36
provadores n&o treinados (estudantes do curso superior em Ciéncia e Tecnologia de
Laticinios da EPAMIG ILCT) e selecionados aleatoriamente por sessao, totalizando
184 julgamentos durante o experimento.

Os testes foram conduzidos em cabines individuais, sob luz branca e a amostra
de kefir com luteina foi servida refrigerada a 5 °C, juntamente com agua (para lavar a

boca), em copos descartaveis de 50 mL.
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Figura 6 — Modelo de ficha de avaliagédo para os testes de aceitagéo e preferéncia.

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¢ao da escala que melhor reflita
seu julgamento.

Cddigo da amostra:

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

AN AN AN AN AN AN AN AN SN

Comentarios:

Fonte: Adaptado de MINIM (2006).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido no Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).
Foi utilizada a estatistica descritiva e analise de variancia para apresentacao,
avaliacdo e discussao dos resultados, para dados normais. Para a analise estatistica
ANOVA e o testes de comparagao de médias foi utilizado o Teste de Tukey a um nivel
de 5% de significancia. Os dados obtidos foram analisados por meio do software
SISVAR, versao 5.6 (FERREIRA, 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as analises dos resultados obtidos neste estudo para todos

os parametros avaliados.

5.1 COMPOSICAO CENTESIMAL DO KEFIR

A Tabela 3 apresenta a composicao centesimal da média das amostras de kefir

adicionadas de luteina.

Tabela 3 - Composicéo centesimal das médias e desvio padrao das amostras de

kefir com luteina.

Parametro kefir com luteina (média* * DP)
Proteina (% m/v) 3,13 +£0,07
Gordura (%oml/v) 2,78 £ 0,03
Umidade (%m/v) 82,20 £ 0,26

EST (%ml/v) 17,80 £ 0,26

Carboidrato (%m/v) 17,18 £ 0,22
RMF (% ml/v) 0,71 £ 0,01
Luteina** 0,06
Sacarose** 6,00
Lactose*** 512 £ 0,22
Valor Energético (kcal/100mL) 106,26

Legenda: *média de quatro repeticdes; **nao foi feita analise, essa quantidade foi da
formulacao; ***nao foi feita analise, essa quantidade foi obtida por diferenga; DP= Desvio
Padrao; EST= Extrato Seco Total; RMF= Residuo Mineral Fixo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O teor médio de proteina encontrado para o kefir com adicdo de luteina foi e
3,13% (m/v), ou seja, em conformidade com a Instru¢do Normativa n° 46, de 23 de
outubro de 2007 que determina um minimo de proteina de 2,90% para leite
fermentado. Sendo que neste caso, por ser um leite fermentado com adicao de agucar

o teor de proteina seria aceitavel um valor um pouco abaixo do limite minimo.
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Conforme os valores preconizados pela legislagdo vigente para o teor de
gordura para leite fermentado, o kefir com luteina se classifica como parcialmente
desnatado, pois o valor encontrado para a gordura de 2,78% (m/v) esta abaixo de

2,90% (m/v) de matéria gorda.
5.2 pH E ACIDEZ TITULAVEL

A Tabela 4 apresenta os resultados do perfil de pH e acidez titulavel (% m/v de
acidez expressa em acido latico) do kefir com adicdo de Iuteina ao longo do

armazenamento.

Tabela 4 - pH e acidez titulavel (% m/v de acidez expressa em acido latico) do kefir

com luteina ao longo do armazenamento. Valores médios + desvio padréo.

. . pH Acidez titulavel (%m/v)
Kefir Dias (média* + DP) (média* + DP)
1 4,33 £ 0,02 0,98 £ 0,01
Com luteina 14 4,32 + 0,00 0,86 + 0,02
utel 20 4,32 + 0,02 0,99 + 0,09
42 4,35 + 0,02 0,81+ 0,04

Legenda: *média de quatro repeticdes; DP= Desvio Padrao.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O kefir fabricado com luteina apresentou pH entre 4,32 a 4,35 ao longo do
periodo de armazenamento. A IN n° 46, de 23 de outubro de 2007, nao traz defini¢gdes
de valores de pH para leite fermentados. Mas segundo Silva, Souza e Marinho (2010)
o pH ideal para elaboracido de leites fermentados & préoximo de 4,6. Thamer e
Penna (2006); Preci et al. (2011) relatam que o valor do pH & importante para o
monitoramento da fermentagdo, aceitabilidade sensorial e para estabilidade da
bebida, uma vez que os leites fermentados com baixa acidez (pH inferiores a 4,0)
proporcionam maior separagao de soro devido a redugao da hidratagdo das proteinas
e contragao do coagulo, favorecendo a sinérese e influenciando no aspecto visual do
produto durante o armazenamento em refrigeracdo. Além de alteragdes nas

caracteristicas sensoriais que poderao tornar o produto indesejavel.
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As amostras de kefir produzidas com luteina apresentaram acidez titulavel
entre 0,81 e 0,99, durante o periodo de armazenamento. De acordo com a Instrugao
Normativa 46/07, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -MAPA
(Brasil, 2007) a acidez do kefir deve ser menor que 1,0 % de acido lactico, o que

corrobora com os resultados encontrado neste trabalho.

5.3 ANALISE DE COR

A cor dos alimentos € um dos principais parametros de qualidade avaliados
pelos consumidores que podem influenciar no seu julgamento sobre outros atributos,
como o sabor (ZHANG; WANG,; LAN, 2021). Porém, podem ocorrer alteragdes de cor
e estabilidade no tempo devido a interferéncias com outros ingredientes e/ou aditivos
alimentares, bem como as condigdes de armazenamento (TERIBIA et al., 2021). Para
dirimir qualquer interferéncia e para avaliar o efeito do corante bioativo na formulagao
do produto foi elaborada uma bebida branca, sem a adicdo de luteina para fins de
comparagao e eliminagéo do efeito do carotenoide presente naturalmente no leite de
vaca. O parametro de cor L* das amostras de kefir sem e com luteina apos 1, 20 e 40
dias de armazenamento estao representados na Figura 7. Ja os parametros de cor
(a* e b*) estao representados na Tabela 5. E a diferencga total de cor (AE) na Tabela
6.
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Figura 7 — Luminosidade (%) versus tempo (dias) das amostras de kefir sem e com

luteina apds 1, 20 e 40 dias de armazenamento.

Luminosidade
86
85

83
82 b
81
80
79
78
77
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (dias)

Coordenada L*

Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre as diferentes amostras de

kefir ao logo do periodo de armazenamento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

De modo geral, constatou-se que ocorreram mudangas no parametro de cor L*
das amostras de kefir sem e com luteina (p < 0,05), cujas médias e desvio padrao
foram (83,60 £ 1,552) e (79,77 £ 1,332), respectivamente. Logo, a adigdo de luteina
na concentragdo (0,06%) utilizada neste estudo foi suficiente para reduzir a
luminosidade das amostras de kefir. Mas ndao houve interagdo (p > 0,05) entre os
tratamentos (sem ou com luteina) em relagdo aos tempos de analises (1, 20 e 40 dias)
(Figura 7). A presenca de macromoléculas no leite, principalmente micelas de caseina
e dos glébulos de gordura, sdo os responsaveis por dispersar a luz e, assim, gera a
cor branca no kefir (GARCIA et al., 2008).
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Tabela 5 - Parametros de cor (a*; b*) das amostras de kefir sem e com luteina apds

1, 20 e 40 dias de armazenamento.

ANALISE DE COR

Dia Coordenada Sem luteina Com luteina
1 -3,35 + 0,00982 1,69 £ 00,0774
20 ar -3,77 £ 0,019°° 1,34 £ 0,019%
40 -3,95 + 0,0108¢ -3,35 + 0,009%°
1 6,47 + 0,05382 9,26 + 0,012%
20 b* 6,13 £ 0,0118° 8,72 £ 0,007%°
40 5,28 + 0,013B¢ 8,17 £ 0,017%°

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si (p<0,05), médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p< 0,05), pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 6 - Diferenca total de cor (AE) entre as amostras de kefir sem e com luteina

apods 1, 20 e 40 dias de armazenamento.

DIFERENCA TOTAL DE COR (AE)

Dia AE

1 6,86 + 0,148°
20 6,92 + 0,019
40 4,87 +0,023°

Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p<0,05), pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A adicao de luteina aumentou significativamente os parametros de cor a* e b*
(p < 0,05). A luteina € um carotenoide amarelo-laranja (MORA-GUTIERREZ et al.,
2018), assim, os valores positivos para coordenada cromatica a* indica tendéncia para
a cor vermelha enquanto que os valores positivos para a coordenada b* indica que se
aproximaram mais do eixo da cromaticidade amarelo. Da mesma forma, Barros et al.
(2020) observaram que a adigao de luteina no iogurte de ovelha aumentou os valores
de a* e b* e reduziu os valores de L* de forma significativa.

Em relagdo ao tempo de armazenamento, observou-se que houve mudangas
significativas nos parametros de cor a* e b* das amostras sem e com luteina
(p < 0,05). Ambos os parametros de cor a* e b* foram reduzindo ao longo do tempo,

tanto das amostras sem luteina quanto as da com luteina, e a diferenca de cor entre
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elas também reduziu. Esta diferenca entre as amostras sem e com luteina,
provavelmente ocorreu porque, durante o armazenamento, as macromoléculas do
leite, principalmente micelas de caseina e dos globulos de gordura, conseguiram
conferir fotoprotegéo a luteina, através das complexagao entre as macromoléculas e
a luteina (MERCADANTE, 2008).

Os parametros L*, a* e b* foram utilizados para calcular a diferenca total de cor
(AE) (Tabela 6), que descreve as alteragdes gerais em relagdo a uma amostra de
referéncia (amostra sem adi¢ao de luteina). Com base nos valores de AE, as amostras
de kefir contendo luteina apresentaram valores de AE = 4,87 em relagdo a amostra
de referéncia, independente do tempo de armazenamento. De acordo com a
interpretagao de Choi, Kim e Lee (2002), valores de AE > 2 confirmam uma diferenca
de cor visivel entre as amostras. Portanto, com base nos valores obtidos, é possivel
sugerir que os consumidores seriam capazes de perceber diferencas na cor da
amostra apés adicado de luteina. Além disso, observa-se que o valor de AE para
amostra com 20 dias de armazenamento ndo apresentou variacdo significativa (p >
0,05) em relagdo a amostra com 1 dia de armazenamento, com valores médios de
6,92 e 6,87, respectivamente. Por outro lado, apds 40 dias de armazenamento, foi
observado uma redugao significativa no valor de AE (redugcdo de ~29%) quando
comparadas com as amostras com 1 e 20 dias de armazenamento. Tais resultados
sugerem que com 40 dias de armazenamento, as diferengas perceptiveis na cor da
amostra com luteina foram significativamente reduzidas (p < 0,05), provavelmente
devido a oxidagao da luteina causado pelas condi¢des de baixos valores de pH (~4,3)
do produto durante o armazenamento (MERCADANTE, 2008; MORA-GUTIERREZ et
al., 2018). Para ilustrar as diferengas de cor na aparéncia das amostras, a Figura
8 apresenta imagens das amostras de kefir adicionadas de luteina nos dias 1, 20 e 40
de armazenamento em comparagao com a amostra de kefir sem adicdo de luteina

com 1 dia de armazenamento.
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Figura 8 - Influéncia da adigdo de luteina na aparéncia do kefir.

Sem luteina Com luteina (1 dia) Com luteina (20 dias) Com luteina (40 dias)

Fonte: Arquivo pessoal.

5.4 CAPACIDADE DE RETENGAO DE AGUA (CRA)

A Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) é definida como a capacidade do
kefir de reter toda ou parte de sua agua. As médias da CRA das amostras de kefir
sem e com luteina apds 1, 20 e 40 dias de armazenamento sdo mostrados na Figura
9.
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Figura 9 — Médias da CRA (%) das amostras de kefir sem e com luteina apds 1, 20 e

40 dias de armazenamento.
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Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre as diferentes amostras de
kefir ao logo do periodo de armazenamento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

De modo geral, a adi¢do de luteina ndo aumentou significativamente (p >0,05)
a CRA das amostras de kefir. A luteina possui dois grupos hidroxila terminais
(BATISTA et al., 2006) que podem interagir com as proteinas do leite, causando
alteragcbes na estrutura tridimensional do gel e, consequentemente, alterar a CRA
(MEDINA et al., 2023), mas tais alteragdes sao dependentes de diversos fatores como
a concentracao de luteina. Assim, provavelmente, a concentracio de luteina utilizada
neste estudo ndo alterou a estrutura tridimensional do gel e assim, ndo impactou de
forma significativa na CRA.

Por outro lado, a CRA das amostras de kefir sem e com luteina foram
diminuindo ao longo do periodo de armazenamento (Figura 9). Os principais fatores
que afetam a capacidade de retencdo de agua de uma proteina sdo sua composi¢cao
de aminoacidos, sua estrutura e conformacéo, a polaridade e a carga na superficie, a
forga ibnica, o pH e a temperatura (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

De acordo com as interpretagbes de Achanta, Aryana e Boeneke (2007), com
o0 aumento da acidez e consequentemente diminuicdo do pH, pode ocorrer uma
contragao do coagulo, que pode desestabilizar a estrutura formada e resultar em uma

redugado da capacidade de retengao de agua.
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5.5 PROPRIEDADES REOLOGICAS

A Figura 10 mostra a relagcdo entre a tensdo de cisalhamento (o,
Pa)/viscosidade aparente (n, Pa s) e a taxa de deformacéo (y, s') a 5 °C das amostras
de kefir sem e com luteina apdés 1, 20 e 40 dias de armazenamento. As curvas
revelaram que ambas as amostras de kefir apresentaram comportamento
pseudoplastico, com uma diminui¢gao da viscosidade aparente e aumento n&o linear
da tensdo de cisalhamento a medida que a taxa de cisalhamento aumentou
(PACHECO et al., 2023). Tais resultados sdo tradicionalmente observados neste tipo

de amostra devido a quebra da rede proteica (RAO, 1999).
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Figura 10 - (A), (B) e (C) Tensao de cisalhamento (o, Pa) versus Taxa de

deformacao (y, s™') a 5 °C das amostras de kefir sem e com luteina com 1, 20 e 40

dias de armazenamento, respectivamente. (D), (E) e (F) Viscosidade aparente (n, Pa

s) versus taxa de deformacgao (y, s™') das amostras de kefir sem e com luteina a 5 °C

com 1, 20 e 40 dias de armazenamento, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Para corroborar as observagbes qualitativas da Figura 10, esses dados

experimentais foram bem ajus

tados ao modelo de Ostwald-de-Waele (R? > 0,99), e os

parametros reoldgicos obtidos do modelo (indice de consisténcia (K) e indice de
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comportamento de fluxo (n)) para cada amostra sdo mostrados na Figura 11 e Tabela
7. De modo geral, as amostras de kefir sem e com luteina apresentaram indice de
consisténcia (K) acima de zero (K > 0) e n abaixo de um (n < 1) independente do
tempo de armazenamento, confirmando um comportamento pseudoplastico durante o
escoamento (STEFFE, 1996).

Figura 11 — Médias do indice de consisténcia do fluido (K) das amostras de kefir sem

e com luteina apods 1, 20 e 40 dias de armazenamento.
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Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas entre as diferentes amostras
de kefir ao logo do periodo de armazenamento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 7 — Médias do indice de comportamento do fluxo (n) das amostras de kefir

sem e com luteina avaliadas a 5 °C, apds 1, 20 e 40 dias de armazenamento.

iNDICE DE COMPORTAMENTO DO FLUXO (n)

Dia Sem luteina Com luteina
1 0,63 + 0,00"@ 0,67 + 0,06"2
20 0,52 + 0,03 0,66 * 0,05%a
40 0,50 + 0,027° 0,62 + 0,06"°

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si (p < 0,05); médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Figura 12 — Médias da taxa de deformacéo y (s') a 10 das amostras de kefir sem e

com luteina apés 1, 20 e 40 dias de armazenamento.
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Diferentes letras minusculas indicam diferencgas significativas entre as diferentes amostras de
kefir ao logo do periodo de armazenamento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Tabela 8 — Médias da taxa de deformacgéo y (s') a 50 e y (s™') a 100 das amostras
de kefir sem e com luteina apos 1, 20 e 40 dias de armazenamento.

TAXA DE DEFORMAGAO

y(s") a50 y (s")a100
Dia Sem luteina Com luteina Sem luteina Com luteina
1 0,28 £ 0,014 0,25+ 0,018 0,21 £0,01%a 0,20 + 0,0082
20 0,23 +0,017° 0,18 + 0,018 0,18 £ 0,017° 0,15 + 0,008
40 0,22 + 0,027° 0,16 £ 0,018 0,16 £ 0,017° 0,14 £ 0,028

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si (p < 0,05), médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p < 0,05), pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Em relagédo ao tempo de armazenamento, observou-se uma redugao no indice
de consisténcia e indice de comportamento de fluxo (p <0,05) para todas as amostras
de kefir, sendo mais intenso nas amostras sem adicao de luteina (K — redugdo maxima
de ~8% e n — reducdo maxima de ~21% apéds 40 dias) do que naquela adicionada de

luteina (K — redugcdo maxima de ~7% e n — redugdo maxima de ~7% apos 40 dias)
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(p <0,05). Por outro lado, o tempo de armazenamento ocasionou redugido da
viscosidade aparente mais intenso na amostra com adi¢ao de luteina (napp — reducao
maxima de ~14% a y (s™') de 10 apos 40 dias) quando comparada com a amostra sem
adigao de luteina (napp — redugdo maxima de ~12% a y (s™') de 10 apds 40 dias). Tais
redugdes desses parametros durante o armazenamento também foram observados
em outros estudos (PACHECO et al., 2023) e pode ser justificado por alteragdes na
estrutura da rede proteica, devido a sinérese, protedlise causada por proteases
residuais, bem como pela reducédo do pH para valores abaixo do ponto isoelétrico da
caseina enfraquecendo a rede proteica (TAMIME; ROBINSON, 2007).

Especificamente, notou-se que o tratamento (sem ou com luteina) né&o
influenciou significativamente (p > 0,05) nos valores de K e n, mas o tempo influenciou
significativamente (p < 0,05), ocorrendo uma redugéo ao longo do tempo. Em relagao
os valores de n, o kefir sem luteina com 1 dia de fabricagao se diferenciou do com 20
e 40 dias de fabricagcao, sendo que com 20 e 40 dias eles nao se diferenciaram entre
si (p > 0,05). J& o kefir com luteina com 1 dia de fabricacdo soO diferenciou
significativamente (p < 0,05) do kefir com 40 dias de fabricagcéo. Além disso, observou-
se que a viscosidade aparente com taxa de cisalhamento y (s') a 10 também nao
alterou com a adi¢ao de luteina (p > 0,05), mas ambos os kefir sem e com luteina
reduziram a viscosidade ao longo do tempo de armazenamento.

Analisando a viscosidade aparente do kefir com taxa de cisalhamento y (s™') a
50 e 100, o kefir sem e com luteina se diferenciaram (p < 0,05), e ambas as amostras
com 1 dia de fabricagao se diferenciaram das com 20 e 40 dias de fabricagdo, sendo
que com 20 e 40 dias elas nao se diferenciaram entre si (p > 0,05).

As propriedades reoldgicas de lacteos fermentados como o kefir depende das
caracteristicas do gel formado durante a fermentacédo, bem como a adi¢ao de aditivos
como a luteina (BATISTA et al., 2006; AHMAD et al., 2023). As proteinas do leite
(micelas de caseinas e proteinas do soro desnaturadas) agem formando uma rede
tridimensional na fase dispersa que aprisiona moléculas de agua, permitindo a
estruturacdo, espessamento e aumento da estabilidade do produto (WALSTRA,;
WOUTERS; GEURTS, 2006). Considerando que a luteina possui dois grupos hidroxila
terminais (BATISTA et al., 2006), alguma competicdo com moléculas de proteina por
locais de ligacao a interface pode ser esperada, alterando a estrutura tridimensional
do gel (MEDINA et al., 2023). Além disso, a luteina é de natureza hidrofébica e pode
se ligar aos dominios hidrofébicos de proteinas e lipidios (SOBRAL et al., 2016).
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A concentragao de luteina (0,06%) utilizada neste estudo, analisada nas taxas
de cisalhamento y (s™') a 50 e a 100, foi suficiente para causar um impacto significativo
nas interagdes existentes que estabilizam o gel proteico, e consequentemente, alterou

os parametros reolégicos do kefir.

5.6 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os resultados das analises de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante in vitro por dois métodos diferentes ABTS (radicais catibnicos e
hidrofilicos) DPPH (radicais aniénicos e lipofilicos) das amostras de kefir adicionadas

ou nao de luteina sdo mostradas na Tabela 9.

Tabela 9 — Médias dos compostos fendlicos totais da luteina pura e das amostras de

kefir sem e com luteina apos 1, 20 e 40 dias de armazenamento.

COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (mg EAG/100g)

Dia Luteina pura Sem luteina Com luteina

1 39,21 £ 0,38% 19,98 + 0,27°¢2 31,28 + 0,288
20 37,62 +0,417° 16,30 + 0,32¢° 27,40 £ 0,378
40 33,80 + 0,68"° 13,89 + 0,56°° 23,58 + 1,138

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si (p < 0,05), médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p < 0,05), pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. mg EAG/100g: mg de equivalente em acido galico por 100g
de amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



56

Tabela 10 — Médias da capacidade antioxidante in vitro por dois métodos ABTS e
DPPH da luteina pura e das amostras de kefir sem e com luteina apos 1, 20 e 40

dias de armazenamento.

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE /N VITRO (umol ET/100g)

ABTS DPPH

Dia Luteina pura Sem luteina Com luteina| Luteina pura Sem luteina Com luteina
1 116,87+0,29%% 46,33+0,34%® 98,71+0,735%3| 62,12+0,23%2 38,99+0,17¢@ 49,49+0,4082
20 101,66%0,71%° 41,65+0,63°° 91,55+0,558° | 57,62+0,58"° 31,45+0,45° 43,64+0,535°

40 96,88+0,61”° 38,30+0,76°° 88,21+0,618°| 52,41+0,45"° 28,62+0,71° 39,28+0,545°

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si (p < 0,05), médias
seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas diferem entre si (p < 0,05), pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. umol ET/100g: ymol de equivalente em Trolox por 100g de
amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Em relacdo aos compostos fendlicos totais, foi observado que a adicdo de
luteina ao kefir aumentou significativamente (p < 0,05) o teor de compostos fendlicos
(aumento de ~57%) do kefir, 0 que é esperado devido ao elevado teor de compostos
fendlicos apresentado pela luteina pura (39,21 EAG/ 100 g de amostra). Por outro
lado, durante o tempo de armazenamento, foi observada redugcdo de compostos
fendlicos em ambas as amostras de kefir, provavelmente devido a degradagao da
amostra e oxidacao da luteina, sendo esta ultima observada pela redug¢ao no teor de
compostos fendlicos da luteina pura de 4 e 14% apds 20 e 40 dias de armazenamento,
respectivamente. No entanto, os resultados do kefir contendo luteina teve uma
redugdo menor (maximo de 12% e 24% apos 20 e 40 dias de armazenamento,
respectivamente) em comparagao com o kefir sem luteina (maximo de 18% e 30%
apos 20 e 40 dias de armazenamento, respectivamente). Esse resultado é
interessante e possivelmente se deve as macromoléculas do leite, principalmente
micelas de caseina e dos glébulos de gordura, conferiram fotoprotegao a luteina,
devido a complexacao entre as macromoléculas e luteina, corroborando com os
resultados de cor.

Em relacdo a capacidade antioxidante in vitro, os resultados mostraram

comportamento semelhante ao obtido para os compostos fendlicos totais, ou seja, a
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adicdo de luteina ao kefir aumentou significativamente (p < 0,05) atividade
antioxidante do kefir, independentemente do método de medida (radical ABTS ou
DPPH), com redugdes ao longo da vida de prateleira para todas as amostras de
kefir. Novamente, esse resultado € esperado devido a elevada capacidade
antioxidante apresentado pela luteina pura (116,87 pmol ET/100g de amostra por
ABTS e 62,13 ymol ET/100g de amostra por DPPH), que teve redugbes com o tempo
de armazenamento, assim como observado para compostos fendlicos totais. Nota-se
que ambas as amostras apresentaram valores similares de redug¢ao para analise de
ABTS (até 17% e 11% apos 40 dias de armazenamento para as amostras sem luteina
e com luteina, respectivamente), enquanto para a analise de DPPH, a amostra sem
luteina apresentou maior redugao apds 20 dias de armazenamento (redugao de 19%)
e a amostra com luteina apresentou maior redugao apés 40 dias de armazenamento
(reducéo de 20%). Sobral et al. (2016) observaram que a adi¢édo de luteina ao queijo
prato levou a um aumento da atividade antioxidante.

De forma geral, observou-se que o teor de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante in vitro do kefir com luteina foi menor que o da luteina pura,
provavelmente devido a interacdo da luteina com as macromoléculas do leite,
tornando-as indisponiveis para quantificacdo/determinagdo a partir dos métodos de
analise utilizados. Apesar disso, a luteina aumentou a qualidade funcional do produto,
0 que permite a inser¢cao deste produto no mercado voltado para as macrotendéncias

de funcionalidade, qualidade nutricional e sensorialidade.

5.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE MICROBIOLOGICA

A Tabela 11 apresenta os resultados das analises microbiolégicas realizadas

nas amostras de kefir.
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Tabela 11 - Contagens médias (UFC/g) de coliforme a 30 e 45 °C, fungos filamentos
e leveduras e bactérias laticas das amostras de kefir sem e com luteina apds 2 e 42

dias de armazenamento a 5 °C.

Dia Tratamento Contagens médias (UFC/g)
Coliformes Coliformes Fungos Bactérias laticas
a30°C ad45°C filamentosos e
leveduras

5 Sem luteina <1,0x 10" est. <1,0 x 10" est. 1,4 x 103 1,4 x 107
Com luteina* <1,0 x 10" est. <1,0 x 10" est. 1,9 x 103 1,2 x 107
45 Sem luteina <1,0x 10" est. <1,0 x 10" est. 1,1 x10° 6,6 x 10¢
Com luteina* <1,0 x 10" est. <1,0 x 10" est. 41x103 5,6 x 108

Legenda: * média de quatro repeti¢des; est: estimado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os resultados da Tabela 11 mostram que as amostras analisadas de kefir sem
ou com luteina apresentaram contagens de coliformes a 30 e 45 °C menores que 0s
limites de detecgao das técnicas utilizadas, ou seja, <1,0 x 10" UFC/g (estimado) apos
2 e 42 dias de armazenamento a 5 °C. A Instrucdo Normativa (IN) n°® 46, de 23 de
outubro de 2007 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
leites fermentados, incluindo o kefir, estabelece o seguinte critério microbioldgico para
a contagem de coliformes a 30 °C por grama do produto: n=5; c=2; m=10"; M=102, ou
seja, dentro de 5 amostras, somente duas unidades amostrais podem apresentar
contagens entre 10" e10?2 UFC/g e nenhuma unidade amostral pode apresentar
contagem maior que 102 UFC/g. Ja para a contagem de coliformes a 45 °C, a IN n° 46
determina: n=5; c=2; m=<3; M=10", ou seja, dentro de 5 amostras, somente duas
unidades amostrais podem apresentar contagens inferiores ou iguais a 3 e nenhuma
unidade amostral pode apresentar contagem maior que 10" UFC/g (BRASIL, 2007).
Portanto, considerando estes critérios microbiologicos, o kefir elaborado atende a
legislacao vigente.

As contagens de fungos filamentos e leveduras do kefir sem e com luteina apds
2 dias de fabricagao foram da ordem de 10° UFC/g, bem como do kefir com luteina
apos 42 de armazenamento a 5 °C. Por outro lado, o kefir sem luteina apos 42 dias
de refrigeragdo apresentou contagem de 1,1 x 10° UFC/g (Tabela 9). Vale ressaltar
que todas as coldnias presentes nos Petrifilms 3M™ Yeast and Mold Count Plate de
todas as amostras de kefir analisadas eram caracteristicas de leveduras, sendo

pequenas, redondas com bordas definidas, com coloracdo creme ou azul-
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esverdeadas. A IN n° 46 citada acima também traz os critérios microbiolégicos para a
contagem de leveduras especificas, sendo no minimo 10* UFC/g (BRASIL, 2007).
Assim, somente a amostra de kefir sem luteina apds 42 dias de armazenamento a
5 °C esta de acordo com a legislacao vigente. Nas amostras de kefir apds 2 dias de
fabricacado, independentemente da presenca ou nado de luteina, possivelmente, o
tempo de fermentagédo do produto pode ndo ter sido suficiente para atingir o numero
minimo de leveduras, apesar de ter atingido 0,9% de acido latico (m/v) para a quebra
da coalhada. Além disso, apds 42 dias, o kefir sem luteina apresenta leveduras da
ordem de 10° UFC/g diferentemente do kefir com luteina que apresenta em média
4,1 x 103 UFC/g. Uma hipdtese é que a luteina tenha atividade antifingica, o que ainda
nao foi relatado na literatura. Entretanto, alguns autores ja verificaram que este
composto apresenta atividade antibacteriana in vitro contra Pseudomonas aeruginosa
(SAMPATHKUMAR et al., 2019), Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
enterica sorovar. Typhi e Staphylococcus aureus (KUSMIATI et al., 2021).

As contagens de bactérias laticas das amostras de kefir sem e com luteina apés
2 dias de fabricagao foram da ordem de 107 UFC/g, atendendo ao requisito da IN n°
46 de no minimo 107 UFC/g de bactérias laticas (BRASIL, 2007). Entretanto, apds 42
dias de estocagem a 5 °C, o kefir sem e com luteina apresentaram contagens da
ordem de 108 UFC/g, ndo atendendo a IN n° 46 que estabelece que esta contagem
minima de 107 UFC/g bactérias laticas devem serem mantidas viaveis durante todo o
prazo de validade do produto (BRASIL, 2007). Além disso, como o kefir sem luteina
também nao atendeu a legislagdo, ndo é possivel afirmar que a luteina inibiu a
multiplicacdo deste grupo de bactérias. Entretanto, essa redugcdo em relagcéo as
contagens iniciais podem ser devido a outras caracteristicas do produto, tais como
acidez, pH, presengca de compostos do metabolismo microbiano, entre outros que
inibiram as bactérias laticas (PERES, 2019). De acordo com Hill et al. (2014), as
contagens para que um produto apresente caracteristicas benéficas a saude do
consumidor deve ser de no minimo 10% UFC/g e segundo Moraes et al. (2017), as
bactérias laticas presentes no kefir podem agir como probidticos. Sendo assim, o kefir
sem e com luteina pode ser um alimento que confira beneficios a saude dos

consumidores.
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5.8 ANALISE SENSORIAL

O teste de aceitagao do kefir com luteina foi realizado com 184 provadores nao
treinados, utilizando-se uma escala hedonica de nove pontos (STONE; SIDEL, 1985).

Anadlise sensorial foi conduzida, de modo a avaliar o grau de atratividade do
kefir adicionado de luteina perante os consumidores. Os testes foram conduzidos
apos 2, 13, 22, 34 e 42 dias de armazenamento das bebidas a 5 + 1°C.

A Tabela 12 apresenta os dados dos indices de aceitabilidade das amostras de

kefir adicionadas de luteina.

Tabela 12 — Pontuacdo média e desvio padrédo da aceitagao sensorial das amostras
de kefir com luteina avaliadas durante o periodo de armazenamento. Valores médios

+ desvio padréo.

Média de aceitagao

Tempo (dias) N° de provadores (média = DP)
2 36 6,61+ 1,922

13 36 593+0,98°

22 36 6,00 + 1,932

34 39 6,92+1,48°2

42 37 6,76 + 1,64 @
Geral 184 6,44 + 0,45

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si quanto a preferéncia, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (p > 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

As médias dos 36 provadores (aproximadamente) no teste de aceitagdo das
amostras de kefir com luteina apds 2, 22, 34 e 42 dias de armazenamento oscilaram
entre “gostei moderadamente” e “indiferente”.

Na escala hedbnica de 9 pontos, a aceitacdo média do kefir adicionado de
luteina variou entre 5,93 a 6,92 pontos ao longo do tempo de estocagem. A analise
de variancia (ANOVA) realizada com os escores obtidos no teste de aceitacéo (Tabela
12), verificou-se que nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as médias
durante os tempos analisados 2, 13, 22, 34 e 42 dias.

Nao foi informado aos provadores sobre os beneficios nutricionais e de saude

advindos do consumo desse produto, ainda assim o kefir com luteina apresentou boa
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aceitacdo sensorial, com média geral de 6,44. Outro ponto importante é que os
provadores nao treinados foram os estudantes do curso de Tecnologia em Laticinios
e que talvez ndo sejam consumidores frequentes de kefir, pois no Brasil, o kefir ainda
€ uma bebida pouco comercializada e consequentemente pouco conhecida em
comparagao com os iogurtes e bebidas lacteas fermentadas, mas mesmo assim, a
variabilidade dos resultados néo foi significativa.

Segundo Vasconcelos et al. (2013), a qualidade sensorial aliada a
funcionalidade do produto pode representar efeito muito promissor no mercado, pois
atendem a demanda de consumidores por produtos saudaveis.

Em estudo realizado por Weschenfelder (2009), onde foram avaliadas a
aceitabilidade de trés formulagdes alimentares lacteas tipo antepasto, a base de kefir
leban (e a fase sodlida do kefir), também constataram que a acidez do kefir pode
interferir na aceitabilidade das amostras.

A adicao de acucar a 6% pode ter auxiliado na melhor aceitacdo do produto
uma vez que o kefir apresenta sabor acido, decorrente da acdo de bactérias e
leveduras (OTLES; CAGINDI, 2003), que pode nao ser apreciado por aqueles que
nunca tiveram contato prévio. Porém, neste estudo, mesmo as formulacdes
apresentando elevada acidez, a aceitagao foi satisfatéria, o que reforga o afirmado por
O’Brien et al. (2017) de que além dos consumidores que desaprovam os produtos
acidos, existem muitos outros que desfrutam da acentuada acidez e perfil de sabor
complexo associado ao kefir tradicional.

A positividade dos testes de aceitagdo ao longo do periodo de armazenamento
demonstra que o kefir adicionado de luteina apresenta-se como uma alternativa

tecnoldgica promissora de inovagao no segmento de leites fermentados.
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6 CONCLUSAO

Pela primeira vez foi avaliada a adi¢cao da luteina ao kefir de leite e seus
impactos nas caracteristicas de qualidade do produto durante o armazenamento. A
composigao fisico-quimica do kefir atendeu aos critérios da Instrucao Normativa n° 46,
de 23 de outubro de 2007 do MAPA. A adicido de luteina ao kefir, trouxe cor ao produto
0 que aumenta a atratividade e aceitagcdo do produto, principalmente pensando no
publico infantil. De modo geral, a adicdo de luteina teve pouca influéncia na CRA e
nas propriedades reoldgicas do kefir durante o armazenamento. A luteina foi capaz
de aumentar o teor dos compostos fendlicos e a capacidade antioxidante in vitro das
amostras de kefir, com perda significativamente menores desses compostos durante
0 armazenamento em comparagao com as amostras de kefir sem luteina. A contagem
de bactérias laticas inicial atendeu a legislagdo, porém ndo permaneceram viaveis ao
longo do periodo de estocagem, existe alguns ajustes tecnoldgicos que talvez possa
solucionar, como regular o tempo de fermentacdo e a dosagem do fermento. Na
avaliagao sensorial realizada o kefir com luteina foi bem aceito pelos provadores,
resultado importante para avaliacbes futuras de um possivel desenvolvimento em
escala industrial. A partir dos resultados obtidos neste estudo € possivel concluir que
a adicao de luteina tornou o kefir ainda mais funcional e atrativo quando pensamos no
novo perfil de consumidores que cada vez mais procuram por alimentos com
propriedades funcionais. O kefir desenvolvido € promissor e encoraja novas

investigacdes, usando a luteina como ingrediente antioxidante.
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