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MENEZES, Jéssica Lima. Bebidas fermentadas por kefir de agua a partir de
sucos de residuo de abacaxi. 2018. 82 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de frutas e o abacaxi esta entre
as principais, consumido in natura e utilizado na elaboracdo de produtos
industrializados. No processo de industrializagdo ocorre a geragdo de residuos,
como cascas, bagaco, eixo central e coroa. Tais residuos s&o ricos em nutrientes,
agucares simples e hidrolisaveis e podem ser empregados em processos
fermentativos, inclusive para obtencdo de bebidas. Os gréos de kefir sdo uma
cultura mista de microrganismos e sao usados na elaboracdo de bebidas
fermentadas, com possiveis atribuigdes probidticas. Frente a isso, objetivou-se
desenvolver bebidas fermentadas por kefir, a partir do extrato de residuo de abacaxi,
com e sem extrato de guarana, com avaliagdo da aceitacdo sensorial e avaliar suas
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas durante o armazenamento.
Elaborou-se uma bebida controle (FC) e duas formulag¢des, sendo uma delas com
extrato do residuo de abacaxi (ERA) sem adicédo de extrato de guarana (F1) e a
outra com ERA com extrato de guarana (F2). A fermentagéo para elaboragcédo das
bebidas ocorreu em duas etapas, por 48 h. Apds este periodo as bebidas
fermentadas foram armazenadas a 4 °C por 7, 14 e 21 dias. O residuo de abacaxi foi
caracterizado quanto a composi¢cao proximal. Os ERA com e sem extrato de
guarana foram avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos pH, acidez total
titulavel (ATT), solidos soluveis totais (SST), compostos fendlicos totais (CFT) e perfil
de agucares, acidos organicos e etanol. Esses mesmos parametros, exceto CFT,
foram avaliados em quatro tempos, durante a elaboracao das formulacdes FC, F1 e
F2, até ficarem prontas. Também foram avaliados os CFT e as atividades
antioxidantes (FRAP e DPPH) nas bebidas prontas (FC, F1 e F2) e durante o
periodo de armazenamento. As avaliagbes do residuo de abacaxi e dos ERA
evidenciaram que os mesmos puderam ser utilizados satisfatoriamente em
processos fermentativos. Os resultados obtidos dos paréametros pH, ATT e SST
indicaram que os microrganismos presentes nos graos de kefir adaptaram-se aos
substratos do ERA. No armazenamento a 4 °C, para F1 e F2, o pH, ATT
mantiveram-se estaveis por 7 e 14 dias, enquanto SST mantiveram-se estaveis por
21 dias. As bebidas F1 e F2 foram classificadas como alcodlicas. O teor de CFT das
bebidas F1 e F2 foram significativamente (p<0,05) maiores comparadas a FC e isso
refletiu na atividade antioxidante. As contagens de bactérias do acido lactico (BAL)
mantiveram 210" UFC.ml" por 21 dias de armazenamento a 4 °C. As bebidas
desenvolvidas foram sensorialmente aceitas em relacédo aos atributos avaliados.
Conclui-se que é possivel desenvolver bebidas fermentadas com kefir a partir dos
ERA, e que as mesmas tém potencial para serem uma nova bebida nao lactica
apresentada ao mercado.

Palavras-Chave: Ananas. Cultura mista. Bioprocessos. Probiodtico ndo lactico.



MENEZES, Jéssica Lima. Pineapple residue in the development of fermented
beverages by kefir. 2018. 82 p. Dissertation (Master’'s degree in Food Science) —
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ABSTRACT

Brazil is among the world's largest fruit producers and pineapple is among the main
ones, consumed in natura and used in the elaboration of industrialized products. In
the process of industrialization occurs the generation of waste, such as bark,
bagasse, central axis and crown. Such residues are rich in nutrients, simple sugars
and hydrolysable and can be used in fermentation processes, including for obtaining
beverages. The kefir grains are a mixed culture of microorganisms and are used in
the elaboration of fermented beverages, with possible probiotic assignments. The
objective of this study was to develop kefir fermented beverages from the extract of
pineapple residue, with and without guarana extract, with evaluation of the sensorial
acceptance and to evaluate its physico-chemical and microbiological characteristics
during storage. A control drink (FC) and two formulations were prepared, one of
which was with pineapple residue extract (PRE) without the addition of guarana
extract (F1) and the other with EPR with guarana extract (F2). The fermentation to
elaborate the drinks occurred in two stages, for 48 h. After this time the fermented
beverages were stored at 4 °C for 7, 14 and 21 days. The pineapple residue was
characterized for the proximal composition. The PRE with and without guarana
extract were evaluated for physical and chemical parameters pH, total titratable
acidity (TTA), total soluble solids (TSS), total phenolic compounds (TPC) and sugar,
organic acids and ethanol profiles. These same parameters, except for TPC, were
evaluated at four times during the elaboration of formulations FC, F1 and F2 until
they were ready. TPC and antioxidant activities (FRAP and DPPH) in ready-to-drink
(FC, F1 and F2) and during the storage period were also evaluated. The evaluations
of the pineapple residue and the PRE showed that they could be used satisfactorily
in fermentative processes. The results obtained from the pH, TTA and TSS
parameters indicated that the microorganisms present in the kefir grains adapted to
the substrates of the PRE. At storage at 4 °C, for F1 and F2, pH, TTA remained
stable for 7 and 14 days, while TSS remained stable for 21 days. The F1 and F2
beverages were classified as alcoholic. The TPC content of F1 and F2 beverages
were significantly (p <0.05) higher compared to FC and this reflected the antioxidant
activity. Lactic acid bacteria (BAL) counts maintained 210" CFU.ml™ for 21 days of
storage at 4 °C. The drinks developed were sensorially accepted in relation to the
evaluated attributes. It is concluded that it is possible to develop kefir fermented
beverages from the PRE, and that they have the potential to be a new non-lactic
beverage presented to the market.

Keywords: Ananas. Mixed culture. Bioprocesses. Probiotic non-dairy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - ADQCAXIZEINO ......ceeeeeeeiiiieee et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennnns 15
Figura 2 - Esquema frontal (a) e corte longitudinal (b) das partes do abacaxi.......... 16
Figura 3 - Guarana: (A) bastao; (B) sementes e (C)em pd.......ccoovvvviiieeiiieieeeennnnns 21
Figura 4 - Graos de kefir de agua (A) e graos de kefir de leite (B) .........ceeeeeeeiennns 24
Figura 5 - Fluxograma da elaboragao das bebidas fermentadas por kefir................ 31

ARTIGO - DESENVOLVIMENTO DE BEBIDAS FERMENTADAS POR
KEFIR DE AGUA A PARTIR DO SUCO DE RESIDUO DE
ABACAXI
Figure 1 - Fluxograma de elaboragao das bebidas fermentadas por kefir................ 55
Figura 2 - Percentagem de bactérias (A) e leveduras (B) isoladas dos graos
de Kefir de AQUA.......eeeiii i 58
Figure 3 - Perfil de carboidratos das bebidas durante o processo de
fermentacdo e tempo de armazenamento. A) Sacarose, B)
GliICOSE € C) FrULOSE....cvviiiiei e e e e eeaaees 65
Figure 4 - Perfil de etanol durante o processo de fermentagcéo e tempo de
armazenamento @ 4 PC ... . e 66
Figure 5 - Viabilidade das BAL durante o tempo de armazenamento a 4 °C
das bebidas fermentadas F1 € F2............uuiiiiiiiiiiiiiiie 68

Figure 6 - Intengdo de compra para as bebidas fermentadas.................c....ooos 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Composi¢cado de abacaxi cru em 100 gramas da parte comestivel .......
Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos das cascas e dos bagagos de abacaxi.....
Tabela 3- Bactérias e leveduras isoladas de kefirde agua ............cccceeevveernnnnnnnn.

Tabela 4 - Formulagdes para elaboracao das bebidas fermentadas por kefir.......

ARTIGO - DESENVOLVIMENTO DE BEBIDAS FERMENTADAS POR
KEFIR DE AGUA A PARTIR DO SUCO DE RESIDUO DE
ABACAXI

Tabela 1- Formulagdes das bebidas fermentadas por kefir..........cccoooeviiiiinnnin.

Tabela 2- Composi¢ao proximal do residuo de abacaxi (RA).......ccceeeeeeevvveevnnnnnn.

Tabela 3- Caracterizagao do extrato do residuo de abacaxi (ERA) e extrato

do residuo de abacaxi com extrato de guarana (ERAEQG)....................

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos e caracterizacao do perfil de acidos

organicos avaliados nas etapas de fermentagao e durante o

periodo de armazenamento .............uveiiiiiiiieeeiiieeeeee e

Tabela 5- Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das bebidas

prontas e durante o tempo de armazenamentode F1 e F2 .................

Tabela 6 - Avaliacédo sensorial pelo teste de aceitacéo e indice de aceitacéo

das bebidas elaboradas .........o.oevioiee e



2.1.
2.2.

3.1.
3.1.1.
3.2.
3.3.
3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.

41.

4.2.

4.21.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.
4.2.5.
4.2.6.
4.2.7.
4.2.8.
4.2.9.

SUMARIO

INTRODUGAO ..., 13
OBUIETIVOS ..ttt ettt e e e e e et e e e e e e e e s st aeeeeeeas 14
ODbJELIVO GEIAI ... 14
Objetivos eSPECITICOS .......cooiiiiieieeeee 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oiiiiiiiiieierieieiet e 15
Y o 1= T 15
T [0 (U0l o (== o T= L= S 18
EXtrato de gUaran@ ..............eeeeeeiiiiiiiiiiiii e 20
KBTI e 22
Graos de Kefir ..o 23
Microbiota dos graos de Kefir..........oooeeeiiiiii 24
Identificagdo dos microrganismos do Kefir............ooovviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 26
Elaboragédo do kefirde agua..........cccoooiiiiiiiiiiiiiii e 27
MATERIAL E METODOS. ..ottt ne e seenas 28
1Y (Y T S 28
MELOAOS ... 28
Manutencao e preparo do iNOCUIO ...........coevviiiiiiiiiiieeeeee e 28
Preparo dos substratos fermentesciveis. ...........ccoovviiiiiiiiiiiiii 29
Desenvolvimento das bebida fermentadas por kefir de agua....................... 29
ANalises fiSICO-QUIMICAS ........cooiiiiiii e 31
Analises cromatografiCas.............ouuuiiiiiiiiiiiicce e 37
Avaliagédo da Capacidade antioxidante...............ccoooveiiiiiiiiiiiiiee e, 39
ANAlises MICroDIOIOGICAS .......uuvurriiriiiiiiiiiiiiiiii e 40
ANGIISE SENSOMIAL......euiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiie e 42
Analise estatisStiCa..........cooi i 42
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ocoouiiiieieieeeieieteee e 50

Artigo: Desenvolvimento de bebidas fermentadas por kefir de agua a

partir de extrato de residuo de abacaxXi ............cccoeieiiiiiiiiiii e, 50



6. CONCLUSOES GERAIS.......oueeeeteeeeeeeee e 78

APENDICES ..ottt ettt et 79
Apéndice A — Ficha de Avaliagao Sensorial.............ccoovvviiiiiiiiiiiiiieeeece e, 80
Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido............cccccccceeeeeeeeeennn, 81

Apéndice C - Especificagdo Técnica do Material............ccccoeeviiviiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 83



13

1. INTRODUCAO

O abacaxi € um fruto tropical utilizado como matéria-prima para a fabricacao
de diversos produtos alimenticios industrializados, tais como suco, conservas e,
minimamente processados. Aproximadamente, 65 a 75 % dos frutos séo
desperdicados durante a industrializagdo ainda que possam ser utilizados para
obtencdo de produtos alimenticios através de processos biotecnoldgicos. Além
disso, ha um aumento crescente da producéo de frutas tropicais e subtropicais e,
em particular, na producao anual de abacaxi (KOBORI; JORGE, 2005; COSTA et
al., 2007; LEONEL; LEONEL; SAMPAIO, 2014; CONESA et al., 2016).

O residuo de abacaxi apresenta altos teores de carboidratos, tais como
celulose, hemicelulose e pequena quantidade de pectina, que sao
potencialmente hidrolisaveis em mono e dissacarideos, e glicose, frutose e
sacarose, podendo ser empregados em processos fermentativos na elaboragao
de novos produtos que podem agregar valor a cadeia de processamento de
frutos (SOUSA, 2009; CANTERI et al., 2012; CONESA et al., 2016).

Novas bebidas, além das tradicionalmente disponibilizadas para
comercializacdo, séo foco de pesquisas de desenvolvimento de novos produtos.
A exemplo dessas, estdo as bebidas fermentadas nédo lacteas, produzidas a
partir de uma variedade de substratos, incluindo vegetais, sucos de frutas
exoticas, extrato de soja, cereais, residuos de vegetais (cascas, bagacos) e
outros (MARSH et al., 2014).

As bebidas fermentadas sdo uma alternativa para a obtencdo de produtos
com maior vida utili e valor agregado. Algumas bebidas fermentadas
proporcionam efeitos benéficos através da acao probidtica/microbiana direta e
indireta pela producdo de metabdlitos, tais como acidos organicos e quebra de
proteinas complexas (MUNIZ et al., 2002; MARSH et al., 2014).

O kefir de 4gua é uma bebida fermentada levemente &cida contendo etanol e
dioxido de carbono (CO2), seus graos fermentam os acgucares dando origem a
bebida. Estes grdos séo constituidos por polissacarideos em associacdo com
uma simbiose de microrganismos e, consistem principalmente de diferentes
leveduras e BAL (WALDHERR et al., 2010).

As bebidas com adicdo de componentes estimulantes foram lancadas no

mercado em 1987 e desde entdo, vem crescendo em todo o mundo. O guarana
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(Paullinia cupana) € um fruto com acéo estimulante, devido ao alto conteudo de
cafeina (2,5 a 6 %) e possui propriedades adstringentes e antioxidantes, por ter
em sua composicdo taninos condensados ou proantocianidinas (polimeros de
catequina e/ou epicatequinas). O conteudo de cafeina do extrato de guarana é 4
vezes maior que o do café, 10 vezes maior do que o do ch4, e 30 vezes maior do
gue o do cacau (CARVALHO et al., 2006; RIBEIRO; COELHO, 2012).

A procura por bebidas com apelo saudavel vem se tornando crescente,
devido a preocupacdo com a saude e corpo. Contudo, no Brasil as categorias
saudaveis ainda sdo dependentes dos consumidores continuos, concentrados

principalmente na regido Sudeste (NILSEN, 2016).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver bebidas fermentadas por kefir, a partir do extrato de residuo de
abacaxi, com e sem extrato de guarana, com aceitacdo sensorial e monitorar

suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante o armazenamento.

2.2. Obijetivos especificos

Caracterizar o residuo de abacaxi e os extratos deste quanto a composicao
proximal e os parametros: pH, solidos sollveis totais, acidez total titulavel,
compostos fendlicos totais, teor de acidos organicos, acucares e etanol;

Identificar os microrganismos presentes na cultura mista dos gréaos de kefir;

Desenvolver bebidas fermentadas por kefir, a partir do extrato de residuo de
abacaxi, com e sem extrato de guarana e avaliar as bebidas fermentadas por
kefir, quanto a composicéao fisico-quimica, pH, soélidos sollveis totais, acidez total
titulavel, perfil de carboidratos, acidos orgéanicos e teor de etanol, durante seu
processo de fermentacéo;

Avaliar o teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante das
bebidas fermentadas por kefir;

Monitorar a estabilidade fisico-quimica e a viabilidade celular das BAL das
bebidas F1 e F2 durante 7, 14 e 21 dias de armazenamento, a 4°C;
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Avaliar a aceitagédo sensorial das bebidas F1 e F2 refrigeradas a 4° C, por 4h,

logo apos o término da segunda etapa de fermentacao;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Abacaxi

O Brasil esté entre os maiores produtores mundiais de frutas e a maior parte
de sua producédo € absorvida pelo mercado interno. Dentre as principais frutas
produzidas estdo bananas, macas, uvas, meldes e frutas tropicais, como manga,
abacate e abacaxi. A expansdo de &reas e as melhorias nas producdes
contribuiram para o aumento de producéo, das principais variedades de frutas. O
abacaxi € uma das frutas mais importantes, em relacdo ao volume total de
expansdo de producdo. Na ultima década, sua producao variou entre 2,2 e 2,7
megatoneladas (Mt), podendo aumentar para 2,9 Mt na proxima década, devido
a crescente demanda interna (OCDE-FAO, 2015).

O abacaxi (Ananas comosus (L) Merril) é uma fruta de regido tropical,
proveniente do abacaxizeiro (Figura 1), caracterizado por ser uma planta
monocotiledénea, herbacea perene, da familia Bromeliaceae. Esse vegetal pode
ser dividido em dois grupos: as epifitas, que crescem sobre outras plantas, e as
terrestres, dos géneros Ananas e Pseudananas, que crescem préximas ao solo.
Na familia das Bromeliaceae sédo conhecidos cerca de 50 géneros e 2000
espécie de abacaxis (EMBRAPA, 2000).

Figura 1 - Abacaxizeiro

V5% \\ LA

Fonte: EMBRAPA (2000)

O abacaxi possui formato cilindrico ou ligeiramente coénico, constituido por

pequenas bagas fundidas entre si sobre o eixo central, formado por vérias flores
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que iniciam seu desenvolvimento na base do fruto e progride até o &pice
(ALVARENGA, 2014). A Figura 2 apresenta as partes que compdem o abacaxi. A
polpa do abacaxi possui coloracdo branca, amarela ou laranja-avermelhada,
dependendo da espécie. Seu peso € aproximadamente 1,450 kg por fruto, mas &
variavel dependendo da cultivar, sendo que apenas 22,5 % correspondem a
polpa comestivel e utilizada pelas industrias (BOTELHO et al., 2002; FACUNDO,
2009).

No Brasil, as cultivares de maior importancia econdmica plantadas sao Pérola
(e sua variante Jupi) e Smoth Cayenne (Caiene, havaiano ou ananas). Sendo
que a Pérola é responsavel por 88 % da producdo nacional e quase 100 % da
producdo comercial no Nordeste e Norte do pais. A Smoth Cayenne com plantios
concentrados no Sul e Sudeste (Parana, Triangulo mineiro e S&o Paulo)
representa 12 % da producéo nacional (EMBRAPA, 2013).

Figura 2 - Esquema frontal (a) e corte longitudinal (b) das partes do abacaxi
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Fonte: FAEP (2008) apud ALVARENGA (2014)

Em relacdo a composicdo centesimal do abacaxi, esta varia conforme o
cultivar e sazonalidade. No verdo os frutos obtém maiores teores de acucares e
menor acidez. O seu valor nutritivo é atribuido a presenca de sais minerais
(célcio, fésforo, magnésio, potassio, sodio, cobre e iodo) e de vitaminas (acido
ascorbico, tiamina, riboflavina e niacina), além de sua casca ser rica em fibras
(LEMOS et al., 2010).

Em relagdo as proteinas do abacaxi, a bromelina se destaca, podendo ser
encontrada inclusive na casca e caule dessa fruta (GEORGE et al., 2014). A
bromelina pode apresentar propriedades bioativas e acdo proteolitica. Suas

aplicacOes terapéuticas incluem o auxilio no tratamento de doencgas relacionadas
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com a coagulacdo do sangue e inflamatdrias, modulagdo do crescimento de
tumor, queimaduras de terceiro grau, melhoria da acdo antibi6tica, angina
pectoris, bronquite, sinusite, traumas cirdrgicos, tromboflebite e pielonefrite.
Todavia, a estabilidade da bromelina é afetada por elevadas temperaturas e
acidez, por determinados solventes organicos e produtos quimicos. Isso pode
acarretar na diminuicdo de sua atividade enzimatica, limitando assim, 0s seus
beneficios para a saude e, consequentemente, as suas aplicacbes
farmacoldgicas (GEORGE et al., 2014; BERNELA et al., 2016).

A composicao da polpa crua de abacaxi por 100 g, segundo Tabela Brasileira

de Composicéo de Alimentos - TACO (2011), esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo de abacaxi cru em 100 gramas da parte comestivel

Parametros Valores
Umidade (%) 86,30
Valor energético (kcal) 48,00
Proteinas (g) 0,90
Lipidios () 0,10
Colesterol (mg) NA*
Carboidratos (g) 12,30
Fibra alimentar (g) 01,00
Cinzas (g) 0,40
Célcio (mg) 22,00
Magnésio (mg) 18,00
Manganés (mg) 01,62
Fosforo (mg) 13,00
Ferro (mg) 0,30
Sadio (mQ) Trx*
Potéssio (mg) 131,00
Cobre (mg) 0,11
Zinco (mg) 0,10
Retinol (ug) NA*
Tiamina (mQ) 0,17
Riboflavina (mg) 0,02
Piridoxina (mg) Tre*
Niacina (mg) T
Vitamina C (mg) 34,60

*NA: ndo aplicavel; **Tr: tragcos
Fonte: TACO (2011)

O abacaxi além de consumido in natura € empregado na fabricacéo de doces
em calda, cristalizados, geleias, licores, bebidas "tipo" vinho, aguardentes,
vinagres e sucos, sendo estes, produtos tradicionalmente conhecidos por seus
aromas e sabores agradaveis (LEMOS et al., 2010; SILVA et al., 2013).
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3.1.1. Residuo de abacaxi

A partir da industrializagdo de frutas e hortalicas ha a geracdo de residuos
agricolas e estes devem ter um destino adequado, para ndo impactarem na
poluicdo ambiental e desperdicio (CONESA et al., 2016).

No ano de 2016, a producdo mundial de abacaxi atingiu 25,81 milhdes de
toneladas (FAOSTAT, 2017), em que 50 a 80 % (m/m) foi desperdicado com a
industrializagdo (CONESA et al., 2016).

As cascas, coroas e eixo central do abacaxi sdo considerados rejeitos ou
residuos, pela indastria de polpa de frutas. No entanto, esses residuos
apresentam nutrientes, inclusive agucares, simples e hidrolisaveis (SARZI et al.,
2002). De encontro a isso, por ser uma fruta de formato desuniforme, parte da
polpa pode ficar aderida na casca, quando o descascamento nao € realizado
adequadamente, sendo parte da polpa descartada junto com a casca.

Alguns estudos tem demonstrado que, residuos de certas frutas possuem
atividade antioxidante, devido a presenca de compostos bioativos, tais como 0s
compostos fendlicos (SILVA et al., 2013, SOUSA, VIEIRA, LIMA, 2011; INFANTE
et al., 2013). A presenca de antioxidantes naturais torna-se importante, pois sao
substancias que podem atuar a favor da estabilidade de produtos alimentares e
até mesmo sdo capazes de prevenir ou inibir processos de oxidacdo no corpo
humano, quando ingeridos, a exemplo tem-se acido ascérbico, compostos
fendlicos, flavonoides, entre outros (SILVA et al., 2013).

A partir da industrializacao do residuo do abacaxi j& sdo obtidos ra¢des para
animais, extracdo de &cidos citrico, malico, ascoérbico, extracdo de bromelina
(LEMOS et al., 2010).

A Tabela 2 apresenta a composicao fisico-quimica do residuo de abacaxi.

Gondim et al. (2005) indicam que o residuo de abacaxi possui potencial para
elaboracdo de produtos ou coprodutos, com valor nutricional agregado. Pois,
foram encontrados teores de proteinas de 1,45 g.100g™, lipideos 0,55 g.100g?,
fibras 3,89 ¢.100g? e célcio 76,44 mg.100g? nas cascas, sendo quantidades
maiores que as encontradas na polpa da fruta, com teores de 1,0 g.100g?, 0,0
g.100g%, 1,0 g.100g* e 22,0 mg.100g?, respectivamente dos mesmos nutrientes

avaliados na casca.
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos das cascas e dos bagacos de abacaxi

Parametros (% b.s.)

Casca de abacaxi

Bagaco de abacaxi

Umidade (%) 09,922+ 0,54 08,052 + 0,25

Proteina (% N x 6,25) 03,272+ 0,13 03,182+ 0,25

Lipideos (%) 01,602 + 0,47 0,72°+ 0,16

Fibras (%) 07,522 + 0,89 05,89° + 1,00

Cinzas (%) 02,032 + 0,32 02,152 + 0,06

pH 03,982+ 0,02 03,66° + 0,02

Acidez (% ac. citrico) 02,532+ 0,06 02,98° + 0,04

Solidos solaveis totais ( B;rlx 60.382 + 0,00 60.715 + 0,00
a20°C)

Agucares redutores (% 18,952 + 1,06 32,94° + 0,63
glicose)

AcguUcares nao redutores (% 18.382 + 1.41 03,110 + 0,42
sacarose)

Aclcares totais (%) 37,332+0,35 36,05 + 0,21

Vitamina C (mg 100-1g) 27,072+ 0,10 18,61° + 0,25

b.s.: base seca. Os resultados estdo expresso como médiatdesvio padrdo. Valores médios
numa mesma linha com letras mindsculas iguais, ndo diferem significativamente entre si em nivel
de 5 % de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Adaptado de COSTA et al. (2007)

Alvarenga (2014) avaliou a utilizac&o do residuo de abacaxi juntamente com a
polpa para producdo de fermentado alcodlico e acético. Para fermentacéo
alcodlica utilizou polpa de abacaxi adicionada de 0, 10, 20 ou 30 % de residuo
(casca) ao mosto. Para fermentacdo acética, foram utilizados os fermentados
alcoolicos com adicdo de 10 e 30 % de casca. O estudo evidenciou que a adi¢cao
de 10 % de residuo para o fermentado alcodlico néo interferiu em sua qualidade
fisico-quimica. O fermentado acético com 30 % de residuo obteve maior teor de
compostos fendlicos e consequentemente, maior atividade antioxidante. A
obtencéo de vinagre a partir de formulacdo com residuo de abacaxi mostrou-se
como alternativa, diminuindo o desperdicio e complementacdo a renda de
pequenos produtores rurais.

Oliveira (2014) desenvolveu um cha a partir das cascas secas do abacaxi, do
qual fez-se analises fisico-quimicas e sensorial, em que obteve-se aceitacao
entre "gostei ligeiramente" e "gostei muito".

No estudo de Selani (2015) o residuo de abacaxi foi utilizado como substituto
parcial de gordura, em hamburguer bovino e como fonte de fibras em extrusado
de milho. Nos hambuirgueres, a adicdo do residuo de abacaxi promoveu
consideravel capacidade de retencdo de agua e melhorou as propriedades de

cozimento. A andlise sensorial mostrou que os tratamentos ndo foram afetados
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pela adicdo de residuo de abacaxi. Em relacdo aos extrusados, a adicdo de 10,5
% de residuo de abacaxi ndo promoveu alteracdes significativas sobre as
propriedades do produto final.

Lima et al. (2017) elaboraram doces e geleias empregando residuos de
frutas, os produtos que tiveram residuo de abacaxi em suas formulacdes
obtiveram maiores teores nutricionais e maiores percentuais de aceitacéo
sensorial, quando comparados a produtos elaborados com residuos de outras
frutas.

Pesquisas promissoras foram encontradas na literatura utilizando residuo de
abacaxi no desenvolvimento de novos produtos (GONDIM et al. 2005; LEMOS,
2010; OLIVEIRA, 2014; ALVARENGA, 2014; SELANI, 2015; LIMA et al., 2017).
Contudo, mais pesquisas podem ser exploradas, especialmente para o
desenvolvimento de bebidas, j4 que o residuo de abacaxi apresenta teores de
acucares e outros nutrientes. Uma opcao € a geracdo de produtos oriundos da
biotecnologia (SOUSA, 2009), empregando 0s residuos em processos

fermentativos.

3.2. Extrato de guarana

O guarana (Paullinia cupana), pertencente a familia Sapindaceae tem um
importante e tradicional papel no Estado do Amazonas. Apesar de algumas
pequenas regides amazobnicas da Venezuela e do Peru possuirem plantacdes do
guaranazeiro, o Brasil € considerado praticamente o Unico produtor do mundo.

No Brasil o guarana é comercializado como rama (sementes torradas)
(EMBRAPA, 2005a). A producdo do guarana em grdos em 2016 foi de 3288 t
(CONAB, 2017).

A forma mais antiga de comercializacdo do guarana € em bastao, na regiao
amazonica, ele é normalmente ralado para ser transformado em pé e consumido.
A Resolucdo CNNPA n° 12, de 1978, classifica o guarana em trés formas,
guarana em sementes, em po e em bastbes (BRASIL, 1978).

O guarana em rama € utilizado na producdo de xaropes e extratos de
guarana. E o po, obtido das sementes torradas e moidas, é utilizado para o
preparo de bebidas, sorvetes, cremes e outros alimentos, sendo um produto de

valor agregado mais alto, pouco utilizado pelos produtores para comercializacao,



21

e é a forma mais encontrada no comeércio varejista (EMBRAPA, 2005b). A Figura

3 apresenta as trés formas de comercializagdo do guarana.

Figura 3 - Guarané: (A) bastao; (B) sementes e (C) em po6

Fonte: (A) e (C) préprio autor. (B) EMBRAPA (2005a)

Além de ser comercializado no mercado interno, o guarana é exportado como
xarope, po, bastdo, extrato e outras formas. As sementes também s&o usadas na
industria farmacéutica e o guarand em pé € empregado para elaboracdo de
produtos com apelo energizante (EMBRAPA, 2005a; VEIGA et al., 2014).

O guarana é um composto estimulante utilizado em bebidas, visto que contém
altos teores de cafeina, que sdo do grupo das xantinas metiladas, ou
metilxantinas e apresentam efeitos fisiologicos. Os teores de cafeina podem
variar de acordo com a procedéncia da matéria-prima e as condi¢des de cultivo
(regido de plantio, método de cultivo, presenca de contaminantes quimicos e
métodos de secagem). Também apresentam em sua composicdo quimica
taninos, acido galico, catequinas, epicatequinas entre outros componentes em
menor concentragdo (CARVALHO et al., 2006; MARTINS, 2010).

Além disso, o guarana possui propriedades benéficas a saude comprovadas
cientificamente, sendo usado como antitérmico, antineuralgico, antidiarreico,
estimulante, analgésico e antigripal. Este fruto também foi analisado quanto a
sua utilizacdo no combate a fadiga e depressédo associada com o tratamento do
cancer (MOUSTAKAS et al., 2015).

O uso do extrato de guarana no desenvolvimento de formulacdes, justifica-se

pelo fato de ser uma matéria-prima capaz de promover caracteristicas fisico-
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quimicas e sensoriais particulares ao produto desenvolvido. O novo produto pode

conter efeito estimulante, com acao anti o desgaste fisico e mental.

3.3. Kefir

A origem da palavra kefir vem da Turquia, deriva de Kef ou Keif e significa
“‘bem-estar”. Os graos de kefir s&o uma cultura mista iniciadora, empregada na
elaboracao de bebidas fermentadas (ANFITEATRO, 2000).

O interesse cientifico e de producéo industrial pelo kefir é crescente, devido
aos seus beneficios. Os consumidores estdo conscientizando-se que, 0sS
alimentos além de nutrir, podem conter compostos bioativos com promoc¢ao a
saude e prevencao de doencas (CORONA et al., 2016).

Os efeitos benéficos associados ao consumo da bebida kefir ja descritos na
literatura envolvem: atividades antimicrobianas, de cicatrizacdo, efeitos anti-
inflamatérios (HSIEH et al., 2012; CORONA et al., 2016; FIORDA et al., 2017);
atividades antiedematogénicas, propriedades antioxidantes (FIORDA et al., 2017)
e melhoria do perfil de risco de doenca cardiovascular de jovens adultos de 18 a
24 anos (SAADI et al.,, 2017). Muitos desses beneficios sdo atribuidos aos
microrganismos probidticos presentes no kefir, que trazem melhoria
principalmente na saude intestinal do consumidor (SAADI et al., 2017).

A legislacéo brasileira do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) define o kefir como sendo "o produto resultante da fermentag&o do leite
pasteurizado ou esterilizado, por cultivos acido-lacticos elaborados com graos de
kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e
Acetobacter com producao de acido lactico, acido acético, etanol e dioxido de
carbono. Os graos de kefir sdo ainda constituidos por leveduras (Saccharomyces
omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus), e outros
microrganismos tais como Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus” (BRASIL, 2007). Ainda, de acordo
com o MAPA, o kefir de leite deve apresentar certas caracteristicas, tais como
homogeneidade e consisténcia cremosa, sabor acidulado (acidez menor que 1,0
g de acido lactico por 100 g de produto), picante e ligeiramente alcodlico (5 a 15
g.L'Y) (BRASIL, 2007).
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Atualmente, tem-se aumentado a utilizacdo de gréos de kefir para fermentar
substratos ndo lacticos, como em frutas, mel, legumes, chas, sucos, produzindo
bebidas probidticas funcionais com diferentes caracteristicas sensoriais (FIORDA
et al., 2016). Dependendo do substrato utilizado na fermentacédo, pode haver o
desenvolvimento preferencial de certas espécies microbianas. Esse fato é
interessante no contexto biotecnoldgico, pois podem ser explorados na obtencéo
de bebidas fermentadas, ndo lacteas, com caracteristicas sensoriais e nutritivas
particulares.

Kefir de agua € uma bebida fermentada, feita pela adicdo dos graos de kefir
em uma mistura de 4gua, acucar (sacarose) e outros ingredientes e incubados a
temperatura ambiente em processo anaerobio durante 2-4 dias. A bebida
fermentada obtida € amarelada, espumante (presenca de gas carbdnico), com
sabor e aroma frutado, acido, ligeiramente doce e alcodlica. Apesar de estar
disponivel em todo o mundo, sua origem é desconhecida. “Graos de kefir de
agua” sdo conhecidos por outros nomes e dependem da localizagdo geogréfica,
como exemplo, “ginger beer plants”, “Tibicos”, “Tibi grains”, “California bees”,
“African bees”, “ale nuts”, “balm of Gilead”, “Bébées”, “Japanese beer seeds” e
“sugary kefir grains” (LAUREYS; VUYST, 2014).

O kefir de agua torna-se uma opcdo viavel de bebida fermentada, para
consumidores que possuam alergia e/ou intolerancia a produtos lacteos. Além
disso, estabelece uma importancia mundial sobre produtos probiéticos néo
lacteos, procurados por um nicho de mercado formado por pessoas vegetarianas
e/ou veganas (CORONA et al., 2016).

Randazzo et al. (2016) desenvolveu bebidas fermentadas com kefir a partir de
suco de frutas do mediterraneo, tais como, macad, marmelo, uva, Kiwi, pera
espinhosa e roma. Fiorda et al. (2016) estudou o processo de fermentagdo do
mel com graos de kefir. Corona et al. (2016) utilizou como substratos
fermentesciveis sucos de cenoura, erva-doce, meldo, cebola, tomate e morango

para produzir bebidas fermentadas a partir do kefir.

3.3.1. Graos de kefir

A bebida kefir € obtida através dos gréos do kefir. Os grdos de kefir sdo

constituidos por polissacarideos, em associagdo com uma microbiota complexa
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entre bactérias e leveduras, que funcionam como cultura Starter para a
fermentacdo (FIORDA et al., 2016). A Figura 4 mostra o aspecto visual dos

diferentes graos de kefir.

Figura 4 - Graos de kefir de agua (A) e gréaos de kefir de leite (B)
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Fonte: Proprio autor

Os graos de kefir quando cultivados em &gua, com agUcar mascavo Sao
denominados de dextrano (HSIEH et al, 2012). O dextrano €é um
homopolissacarideo, composto de glicose. As moléculas de glicose na cadeia
principal de dextrano, estdo ligadas por ligagcdes glicosidicas a-1-6 e a
ramificacdo pode ocorrer nas posicoes 2, 3 ou 4 (DAVIDOVIC et al., 2015). J& os
grédos de kefir quando cultivados em leite, s&o denominados de kefirano. O
kefirano é um glucogalactano ramificado polar, composto por quantidades iguais
de residuos de D-glicose e D-galactose. E um polimero resistente a hidrélise e

forma géis em solucdes aquosas contendo etanol (HSIEH et al., 2012).

3.3.2. Microbiota dos graos de kefir

As espécies e concentracdes microbianas presentes na cultura mista do kefir,
podem variar conforme a origem dos graos, substrato e método de fermentacéo
empregado (HSIEH et al., 2012; MARSH et al., 2014).

Normalmente, a concentracéo das BAL nos graos de kefir sdo predominantes,
em relacdo a presenca das leveduras (LAUREYS, VUYST, 2014). Todavia,
Fiorda et al. (2017), relataram que a simbiose de microrganismos presente nos
gréos de kefir de agua sé&o semelhantes aos encontrados no kefir de leite, mas

algumas espécies podem ser estimuladas. Como o caso da Saccharomyces,
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obtendo-se uma concentragdo final de etanol mais elevada. Em que se estimula
0 aumento de bactérias do acido acético (BAC), que metaboliza o etanol para
producéo de acido aceético.

A Tabela 3 apresenta um compilado de espécies microbianas ja identificadas

em kefir de agua.

Tabela 3 - Bactérias e leveduras isoladas de kefir de 4gua

Espécie

Literatura

Bactérias

Lactobacillus brevis

Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus casei subsp. casei
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus
Lactobacillus casei subsp.
Pseudoplantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus fructiovorans
Lactobacillus collinoides

Lactococcus lactis subsp. Lactis

Lactococcus lactis subsp. Cremoris
Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides subsp.
Dextranicum

Enterobacter hormachei
Gluconobacter frateuri

Leveduras

Saccharomyces bayanus
Saccharomyces florentinus
Saccharomyces pretoriensis
Zygosaccharomyces florentinus

Hanseniaspora valbyensis

Hanseniaspora vinae
Hanseniaspora yalbensis
Kloeckera apiculata
Candida lambica
Candida lambica

S. cerevisiae

(Moinas et al.,1980)

(Pidoux, 1989; Waldherr, 2010)
(Pidoux, 1989; Galli et al.,1995)
(Pidoux, 1989)

(Galli et al.,1995)

(Pidoux, 1989)

(Galli et al.,1995)

(Galli et al.,1995)

(Galli et al.,1995)

(Moinas et al.,1980; Pidoux,1989;
Waldherr, 2010)

(Pidoux, 1989)

(Galli et al.,1995; Waldherr, 2010)

(Pidoux, 1989)

(Waldherr, 2010)
(Waldherr, 2010)

(Waldherr, 2010)

(Galli et al.,1995)

(Galli et al.,1995)

(Pidoux, 1989; Neve; Heller, 2002)
(Pidoux, 1989; Galli et al.,1995;
Neve and Heller, 2002)

(Pidoux, 1989; Galli et al.,1995)
(Franzetti et al.,1998)

(Pidoux, 1989; Franzetti et al., 1998)
(Pidoux, 1989)

(Pidoux, 1989)

(Laureys et al., 2016)

Fonte: Adaptado de WALDHERR et al. (2010)
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3.3.3. Identificacdo dos microrganismos do kefir

Por muito tempo, a identificacdo dos microrganismos presentes no kefir foi
realizada por métodos convencionais de cultivo. Entretanto, técnicas mais
sofisticadas e independentes de cultivo estdo sendo utilizadas (ZANIRATI, 2012),
tais como ARDRA — Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado
(GOLOWCZYC et al.,, 2008), RAPD — Reacdo de Amplificacdo Polimérfica de
DNA (GOLOWCZYC et al., 2008), PCR/DGGE - Reacdao em Cadeia da
Polimerase/Electroforese em Gel Gradiente Desnaturante (CHEN; WANG;
CHEN, 2008; WANG et al., 2008), dentre outras técnicas.

Os métodos tradicionais baseiam-se em caracteristicas morfolégicas,
metabolicas e fisiologicas diferenciais. Para isso, faz-se o isolamento e o cultivo
de microrganismos em meios seletivos e a avaliacdo € com base na morfologia
das colbnias, na turvacdo da cor do meio ou da cultura. Porém, ha a
possibilidade de existir células viaveis, mas ndo cultivaveis. Dessa maneira, 0
método dependente de cultivo pode subestimar a composi¢do microbiana real da
amostra analisada. Além de ser um método que pode levar dias a semanas para
gue o resultado seja obtido, e, acaba elevando o custo da andlise (ZHU; AL-
MONIEE, 2017, GANDRA et al., 2008).

Técnicas moleculares independente de cultivo foram desenvolvidas nas
tltimas décadas, sendo baseadas na extracdo direta de &cidos nucleicos das
amostras, obtendo um resultado mais detalhado e abrangente da composicao
microbiana, uma vez que ndo € necessario o cultivo dos microrganismos no
laboratério (ZHU; AL-MONIEE, 2017).

Analises independentes de cultivo, como a MALDI-TOF (Matrix Associated
Laser Desorption-lonization - Time of Flight), tem sido empregada como técnica
para métodos independentes de cultivo. O MALDI-TOF consiste em uma
aplicacdo de espectrometria de massas (PASTERNAK, 2012). A analise
metagenbmica, visa de maneira simplificada, o isolamento de DNA proveniente
de uma amostra, e screening das células recombinantes (PESSOA-FILHO,
2010).

O DMD (Diagnostico Microbiologico Digital) é capaz de identificar os
microrganismos diretamente da amostra, por meio de seu DNA, sem a

necessidade de etapa de cultura. O principio da técnica baseia-se na utilizacao
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de marcadores genéticos para a identificagdo de microrganismos, utilizando
como base as tecnologias de sequenciamento de DNA em larga escala e
analises de bioinformatica e a implementacdo dos dados na plataforma de
visualizacdo (NEOPROSPECTA, 2018).

3.3.4. Elaboracéao do kefir de agua

Na elaboracdo do kefir de agua o principal substrato utilizado pelos
microrganismos sao preferencialmente os carboidratos, especialmente a glicose
e a sacarose (HARTA et al.,, 2004). Conforme a populagcdo microbiana dos
graos, demais substratos podem ser metabolizados (MARSH et al., 2014). Para
elaboracdo das bebidas fermentadas por kefir, normalmente utiliza-se entre 3 a
10 % (m.v1) de aclcar (HARTA et al., 2004), sendo comumente esse mascavo
ou demerara.

O principal processo que envolve a elaboracdo da bebida kefir é a
fermentacao, promovida pela acdo dos grdos de kefir no substrato presente. O
tempo de fermentacdo, geralmente varia, entre 12 e 72 h. A temperatura de
fermentacdo mais comumente utilizada é entre 20 e 25 °C (ALSAYADI et al.,
2014; SILVA et al.,, 2009). A bebida resultante ao final do processo de
fermentacdo dos gréos de kefir utilizando aclUcares pode ser turva, com cor
palha, sabor levemente acido e doce, com baixo ou médio teor alcodlico,
gaseificada. Tendo em vista que as propriedades sensoriais sdo inerentes aos
ingredientes das formulacdes, qualidade do in6culo e métodos de elaboracéo.

A fermentacao envolve um conjunto de reacdes complexas. Resumidamente,
a glicose é oxidada, através da glicolise e é reduzida a acido pirtvico. Conforme
a molécula organica que é produzida, a partir do &cido pirtvico, a fermentacéo é
classificada como lactica (via do &cido lactico) ou alcodlica (via do etanol), sendo
que este pode ser oxidado e vir a formar acido acético, pelas BAC, sob
condicdes aerobias (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014). Os principais
metabdlitos produzidos durante a fermentacdo do kefir de agua séo &cidos
organicos (lactico, acético), etanol, compostos formadores de aroma, como 2-
metil-1-propanol, alcool isoamilico, acetato de etila, acetato isoamilico,
hexanoato etilico, octanoato etilico, dentre outros (LAUREYS, VUYST, 2014).
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Os diferentes ingredientes utilizados na elaboragéo da bebida de kefir, como
frutas e especiarias, podem influenciar o processo fermentativo e contribuir com

as caracteristicas nutricionais e sensoriais do produto final.

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratorios do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - DCTA, da Universidade Estadual de
Londrina (UEL, Londrina—PR).

4.1. Material

Para a elaboracdo das bebidas fermentadas por kefir foi utilizado residuo
umido de abacaxi, 0s quais eram compostos por partes finas da casca e bagaco,
da variedade Smoth cayenne, cultivada durante a safra de verdo do ano de
2016. Estes foram cedidos pela Industria Redondo Polpa de Frutas, localizada
no municipio de Cambé — PR.

Também foram utilizados agucar mascavo, horteld e agua, provenientes do
comércio local, da cidade de Londrina-PR.

O extrato de guarand foi cedido pela empresa Duas Rodas®, -cujas

especificacdes estdo no Anexo C.

Os graos de kefir de agua utilizados como in6culo no processo fermentativo
foram obtidos por meio de doacao, proveniente de cultivo artesanal no municipio
de Londrina — PR.

4.2, Métodos

4.2.1. Manutencao e preparo do inéculo

O inoculo (grdos de kefir) foi mantido em subtrato estéril, feito com agua
filtrada adicionada de 10 % de acucar mascavo. A cada 48 h era realizada a
manutencdo do indculo, realizado repiques. Onde os gréos eram escoados e

transferidos para um novo substrato com agua filtrada adicionada de 10 % de
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acucar mascavo, estes eram mantidos a 25 °C. No momento de realizar os

experimentos, utilizava-se sempre indculo com 24 h de incubacéo a 25 °C.

4.2.2. Preparo dos substratos fermentesciveis

4.2.2.1. Elaboracédo dos extratos de residuo de abacaxi

O processamento do abacaxi para obtencdo do suco inicia com a
higienizacdo dos frutos, seguido da retirada da coroa. Entdo o fruto € cortado em
quatro partes e transportado via esteiras para 0 maquinario extrator do suco. De
onde € obtido o suco e dois tipos de residuos, o residuo grosso formado pela
casca e o residuo fino composto pelo bagaco e pequena porcentagem de casca,
este ultimo foi utilizado no presente estudo.

O residuo fino de abacaxi foi fracionado em por¢des de 200 g e mantidos
congelados (-18 °C) em pacotes de polietileno até o0 momento do uso.

O extrato foi preparado utilizando-se o residuo de abacaxi congelado e 4gua
filtrada na proporgdo 2:1 (m.m), adicionados de 1,3 % (m.m™) de hortela fresca.
Todos os ingredientes foram misturados em liquidificador (Bermar, BM 43 NR)
por 2 min. A mistura foi filtrada. Obteve-se o extrato do residuo de abacaxi e este
foi porcionado para frascos de vidro reagentes com tampa e pasteurizados a 60
°C por 60 min (MARTINS et al., 2011) e arrefecidos a 25 °C.

4.2.2.2. Elaboracdo do xarope

O xarope foi preparado a partir da dissolucdo do aglcar mascavo em agua
(10 % (m.m™) de aclcar mascavo em relacdo ao total da bebida — Tabela 4), o
mesmo foi acondicionado em frascos reagentes de vidro, com volume util de 500
ml, com tampa de rosca e esterilizados a 121 °C por 15 min e arrefecidos a 25
°C.

4.2.3. Desenvolvimento das bebida fermentadas por kefir de agua

4.2.3.1. FormulagBes das bebidas
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Elaborou-se uma bebida controle (FC) com a adicdo do xarope, contendo
dgua e acgucar mascavo. E duas formulagbes, utilizando como substratos o
extrato do residuo de abacaxi e o xarope. Uma dessas formulacdes foi
desenvolvida sem adicdo de extrato de guarana (F1) e a outra com adicdo de

extrato de guarana (F2) (Tabela 4).

Tabela 4 - Formulagdes para elaboracéo das bebidas fermentadas por kefir

Etapa de adi¢&o do Formulagoes (g)

Ingredientes ingrediente no processo de
elaboracéo FC F1 F2
Agua } 12 205 205 205
) Xarope

Acucar 12 45 45 43
Graos de kefir 12 22,5 22,5 22,5
ERA 22 na 200 200
Agua 22 200 na na

EG 2a na na 2
Total* 450 450 450

FC: controle; F1: sem adicdo de extrato de guarand; F2:com extrato de guarand; " nao
adicionado. ERA: extrato do residuo de abacaxi. EG: extrato de guarana. *Total: balanco de
massas sem a adi¢cdo dos gréos de kefir.

4.2.3.2. Fermentacédo das bebidas

O processo fermentativo para elaboracdo das bebidas ocorreu em duas
etapas.

Para primeira etapa, os graos de kefir foram transferidos assepticamente para
os frascos reagentes Schott contendo o xarope. No momento da incubacdo as
tampas dos frascos foram mantidas semiabertas. A fermentacdo ocorreu em
camara BOD termostatizada (J. Prolab, JP 1000, Brasil) a 25 + 1 °C, por 24 h.

Para a segunda etapa o produto obtido através da primeira etapa foi filtrado
para garrafas de vidro ambar (500 ml) providas de tampas tipo flip top, para
separar os gréos de kefir do xarope fermentado. Prosseguiu-se com a adi¢cdo
diretamente nas garrafas, da agua para elaboracdo da FC para padronizar as
quantidades adicionadas, do extrato do residuo de abacaxi para elaboracédo da
F1 e do extrato do residuo de abacaxi com extrato de guarana para elaboracao

da F2. Todos utensilios utilizados nessa etapa estavam secos e foram
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previamente sanitizados, com éacido peracético (500 pg.ml') e enxaguados a
qguente. A fermentacao foi conduzida nas garrafas, com suas tampas totalmente
fechadas e as mesmas foram incubadas por mais 24 h a 25 °C em camara BOD
termostatizada (J. Prolab, JP 1000, Brasil).

A Figura 5 apresenta o fluxograma de processamento para elaboracédo das
bebidas fermentadas por kefir.

Figura 5 - Fluxograma da elaboracéo das bebidas fermentadas por kefir

Adicao do Xarope
(agua + agucar

mascavo)
o . 12 Etapa da
(121 °C/15 min) (25°C) Fermentagdo
(aerodbia facultativa)

Inoculacao dos gréos

de kefir (25°C/24h)

Parte liquida proveniente

Extrato do residuo de abacaxi para F1 ‘ da 1% etapa
Residuo de abacaxi
| Extrato do residuo de abacaxi + 2% Etapa da
extrato de guarana para F2 > Fermentacdo
- (anaerobia)
| Agua para FC
(25°C /24 h)

Bebidas prontas
Fermentadas por Kefir

(F1; F2; FC)

Armazenamentoa 4 °C
das bebidasF1 e F2
por: 7 dias, 14 dias e

21 dias

FC: formulacéo controle; F1: formulagéo 1; F2: formulagdo 2.

4.2.4. Andlises fisico-quimicas

O residuo de abacaxi foi caracterizado quanto a composicdo proximal
(umidade, cinzas totais, proteinas totais, lipideos totais, fibra totais, e
carboidratos).

Os substratos fermentesciveis, extrato de residuo de abacaxi com e sem
extrato de guarana utilizados para elaboracdo das bebidas fermentadas por kefir
foram avaliados quanto aos parametros fisico-quimicos: pH, ATT, SST, CFT e
perfil de agUcares, acidos organicos e etanol por cromatografia. Esses mesmos

parametros, exceto CFT, foram avaliados em quatro tempos, durante a
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elaboracdo das formulagbes FC, F1 e F2 até as mesmas ficarem prontas. Além
desses parametros fisico-quimicos, foram avaliados os CFT e atividade
antioxidante (FRAP e DPPH) nas bebidas prontas (FC, F1 e F2) e no periodo de
armazenamento a 4 °C das bebidas prontas F1 e F2, em 7, 14 e 21 dias.

Foi realizada a identificagdo molecular da microbiota dos graos de kefir.

A andlise de presenca de Salmonella sp., contagem de Coliformes totais e
Coliformes a 45°C, foi realizada nas bebidas F1 e F2, antecedendo a analise
sensorial.

A contagem em placas de BAL fez-se nas bebidas F1 e F2 apds o término da
segunda etapa de fermentacao e durante o tempo de armazenamento.

Apébs o término da segunda etapa de fermentacdo das formulacdes F1 e F2,
as mesmas foram refrigeradas a 4 °C, por 4h e prosseguiu com a analise

sensorial.

4.2.4.1. pH

As determinacdes de pH foram feitas através de potencibmetro digital
(Gehaka, PG2000, Brasil), previamente calibrado com solu¢cbes tampdes de pH
4,00 e 7,00, conforme metodologia descrita pela AOAC (2012).

4.2.4.2. Solidos soluveis totais

As determinacbes dos sélidos sollveis totais, expressos em °Brix, foram
medidas em refratdmetro de bancada (Metler Toledo - LiquiPhysics™ Excellence
RM40, Reino Unido) de acordo com o método da AOAC (2012).

4.2.4.3. Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada por volumetria potenciométrica com
solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M (padronizada), conforme o Instituto Adolfo
Lutz (2008). A acidez foi expressa em g de acido citrico.Lt. A Equacgédo 1 foi
utilizada para o calculo.

Acidez(%) = v Xfox '\F/)I ngM Equacéo 1
X F X
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Onde:

V = volume da solucao de hidréxido de sodio gasto na titulacao

F = fator de correcdo da solucéo de hidroxido de sodio

M = molaridade da solug&o de hidroxido de sodio

MM = massa molecular do acido correspondente (acido citrico= 192)
P = massa da amostra em g ou volume pipetado

n = numero de hidrogénios ionizaveis (acido citrico= 3)
4.2.4.4. Teor de Umidade

Os teores de umidade foram determinados pela metodologia descrita pela
AOAC (2012). O conteudo de umidade foi obtido em estufa a 105 °C, onde as
amostras foram submetidas a esta temperatura até massa constante. Os
calculos foram obtidos através da Equacéo 2.

MAU — MAS

Umidadg%o) =[ MAD

j x100 Equacéo 2

Onde:
MAU= massa da amostra imida (g)

MAS= massa da amostra seca (g)
4.2.4.5. Determinacao de cinzas totais

Os teores de cinzas totais foram determinados pela metodologia descrita pela
AOAC (2012). As amostras foram incineradas em bico de Bunsen e apdés foram
transferidas para o forno mufla a 550 °C por 5 h. O teor de cinzas foi obtido de
acordo com a Equacao 3, através da determinacdo da perda de peso do material
submetido a queima em temperatura de 550 °C. A perda da massa fornece o
teor de matéria organica e a diferenca entre a massa da amostra utilizada e a
massa da matéria organica fornece a quantidade de cinzas presentes na

amostra.

Cinzas(%) = I\I\j_i %100 Equacéo 3
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Onde:
MC= massa das cinzas (g)

MA= massa da amostra (g)

4.2.4.6. Proteinas totais

As determinacdes de proteinas totais foram realizadas pelo método de micro
kjeldahl, conforme recomendacdes da AOAC (2012).

Pesaram-se 0,2 g de cada uma das amostras em tubos de Kjeldahl
previamente identificados, adicionaram-se a estas 1 g de catalisador misto
(sulfato de cobre e sulfato de potassio) e 5 ml de acido sulfdrico concentrado.
Os tubos foram homogeneizados e colocados em bloco digestor com elevacgéo
gradual de temperatura até 400 °C.

Apébs completa digestdo das amostras, as mesmas foram acrescidas de 10 ml
de agua destilada. Procedeu-se a destilacdo com hidréxido de soédio a 50 %, até
neutralizacdo da amostra. O produto da destilacéo foi recolhido em erlenmeyers
contendo 10 ml de acido bérico 2 % e 3 gotas do indicador misto. O borato de
amonio formado, apds processo de destilacdo foi titulado com &acido sulfarico
padronizado 0,02 N, até ponto de viragem do indicador.

Para o calculo utilizou-se a equacéo 4.

V x N x F x0,014 x 6,25 x100
M

Proteinas(%) = Equacéo 4

Onde:

V = volume gasto de acido sulftrico na titulagéo (ml)
N = normalidade do acido sulftrico

F= fator de correcao

M= massa da amostra (Q)

4.2.4.7. Lipideos totais
A analise de lipideos totais foi determinada por extracdo direta em Soxhlet,

conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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As amostras foram pesadas em papeis filtros, os quais foram fechados e
passados para cartuchos desengordurados. Os cartuchos foram transferidos
para aparelho extrator tipo Soxhlet, acoplados a bal6es de fundo chato, cujas
taras foram previamente anotadas. As amostras ficaram em extracdo continua
por 8 h, sendo utilizado éter de petréleo como solvente extrator. Apds o término
do periodo das extragBes, os balées de fundo chato foram levados para
evaporador rotativo a 40-45 °C para evaporacdo do solvente. ApOs esta
operacdo o0s balbes permaneceram em estufa a 105 °C por 2 h, apos
arrefecimento os baldes foram pesados. Para o calculo utilizou-se a Equacéao 5.

(MB+L)—(MB)
MAU

LipideosTotais(%) = ( ) %100 Equacao 5

Onde:
MB= massa do balado (g)
L= lipideos (g)

MAU= massa da amostra imida (g)
4.2.4.8. Fibra alimentar total

A analise de fibra alimentar total foi realizada conforme descrito pela AOAC
(2012). Amostras foram tratadas com a-amilase termo estavel em tampéao
MES/TRIS 0,05M (0,05M MES- acido 2-N-(morpholino) etanosulfonico; 0,05M
TRIS — Tris hidroximetil aminometano), a fim de hidrolisar os amidos presentes,
sendo, em seguida, enzimaticamente digeridas com protease e amiloglucosidase
para remover proteinas e amido. Nesta solucdo, estdo contidas as fibras
soluveis e as insoluveis. Para o calculo da fibra total, os residuos resultantes da
digestdo com protease e amiloglucosidase foram filtrados e os precipitados
foram lavados com &gua morna, etanol 95 % e acetona, secos em estufa e
pesados, em que se obteve o valor de fibra alimentar insolavel (FI). O filtrado e a
agua de lavagem sdo tratados com alcool 95 % (4 volumes do total) para
precipitar os componentes soluveis. Os residuos obtidos foram filtrados, lavados
com alcool 78 e 95 % e acetona, secos em estufa e pesados. Estes
corresponderam aos valores de fibra alimentar solivel (FAS). Realizou-se a

correcdo para proteinas e cinzas de cada residuo obtido, isto é, os residuos FAI
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e FAS. O residuo medido como fibra alimentar por este método consiste de NSP
(non-starch polysaccharides), algum amido retrogradado, lignina, produtos
resultantes da reacdo de Maillard e um namero de compostos ndo identificados
de origem animal e vegetal. Para os calculos de fibra alimentar total (FAT),
utilizou a Equacgéo 6.

FAT(%)=(FAI-P-C)+(FAS-P-C) Equacéo 6

Onde:
P= percentual de proteinas de cada residuo obtido
C= percentual de cinzas de cada residuo obtido

4.2.4.9. Carboidratos

O teor de carboidratos (C) do residuo de abacaxi foi determinado por
diferenca, de acordo com a AOAC (2012), conforme Equacéao 7.
C(%) = (100 — (%U + %L + %P + %C)) Equacéo 7

Onde:

U= Percentual de umidade encontrado no residuo de abacaxi.

L= Percentual de lipideos totais encontrados no residuo de abacaxi.
P= Percentual de proteinas totais encontradas no residuo de abacaxi.

C= Percentual de cinzas totais encontrados no residuo de abacaxi.

4.2.4.10. Compostos fendlicos totais

As amostras analisadas tiveram seus extratos fenolicos extraidos conforme a
metodologia descrita por Rufino et al. (2010). Para as extracdes foram pesados
5 g de amostra em béquer de 100 ml, adicionados de 20 ml de metanol a 50 %
(v.vl). Estes foram homogeneizados e mantidos em repouso por 60 min a
temperatura ambiente. Transcorrido o tempo, a mistura foi centrifugada a 15.000
rpm durante 15 min e o sobrenadante transferido para um baldo volumétrico de
50 ml. O precipitado foi homogeneizado em 20 ml de acetona a 70 % (v.v?l) e
repousado por 60 min a temperatura ambiente. Apos foi novamente centrifugado
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a 15.000 rpm por 15 min e o sobrenadante transferido para o baldo volumétrico
contendo o primeiro sobrenadante obtido, o volume do baldo foi completado
para 50 ml com agua destilada.

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico descrito por Swain; Hills (1959), utilizando &cido galico como
padrdo de referéncia. Uma aliquota de 0,5 ml dos extratos das amostras foi
transferida para tubo com tampa de rosca e adicionada de 2,5 ml do reagente de
Folin-Ciocalteau a uma concentracédo de 10 % e 2,0 ml de carbonato de sédio a
7,5 %. Estes ficaram em repouso por 5 min a 50 °C ao abrigo da luz. Na
sequéncia, foi feita a leitura da absorbéancia a 760 nm. Um branco, contendo
apenas os reagentes, foi conduzido nas mesmas condi¢cdes. A quantificacao foi
realizada através de curva analitica padrdo contendo 0,1 a 0,5 mM de acido
gdlico e os resultados expressos em mM equivalente de acido galico (EAG).ml*t

de amostra.

4.2.5. Andlises cromatogréaficas

4.2.5.1. Preparacdo das amostras para as analises cromatograficas

Para a identificacdo e quantificacdo dos carboidratos e &cidos orgéanicos, fez-
se as diluicies das amostras em que se utilizou agua ultrapura (Milli-Q®,
Billerica, MA, EUA) na propor¢cdo 1:3 (v.v!) (amostra: agua), seguida por
homogeneizacdo em vortex por um minuto. Posteriormente, transferiu-se para
centrifuga a rotacdo de 15.000 rpm durante 15 minutos. Os sobrenadantes
foram passados em Sep-Pak C18® (Waters, Milford, EUA) e filtrados em
membrana filtrante de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 pm (Millipore® —
Millex, Billerica, MA, EUA) em frasco ambar de 2,0 ml (Agilent, Walsdorf,
Alemanha) (REUTER, 2017; PAULI, CRISTIANO, NIXDORF, 2011).

Para analise dos teores de etanol, as amostras foram apenas diluidas em
adgua ultrapura (Milli-Q®, Billerica, MA, EUA) 1:5 (v.v!) (amostra: &agua)
(BAGEWADI, MULLA, NINNEKAR, 2016).

4.2.5.2. Perfil de acidos organicos
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A identificacdo dos picos foi realizada por comparagao do tempo de retencéo
dos padrdes de acido acético, citrico, latico e succinico, com os observados nas
amostras analisadas sob as mesmas condic¢des. Os resultados foram expressos
em mg.ml=,

Os acidos organicos foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) em sistema instrumental Shimadzu LC 20 A (Kyoto, Jap&o). O
equipamento € constituido por bomba de alta pressdo LC-20AT, injetor
automatico SIL-20AC HT, detector de indice de refracdo RID-10A, detector de
arranjo de fotodiodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e modulo de
controle CBM-20A. Para as analises utilizou-se coluna cromatografica Luna C18
(Phenomenex, 250 x 4,6 mm, 5 um de particula). A fase movel consistiu em
solucéo tampao fosfato de sddio 25 mM, com pH ajustado para 2,5 na vazéo de
1,0 ml.min1, a temperatura da coluna foi mantida a 30 °C e o volume de injecédo
em 20 pL. A deteccéo foi realizada simultaneamente nos detectores de indice de
refracdo (RID-10A) e arranjo de fotodiodos (SPD-M20A), programado em
comprimento de onda fixo de 215 nm e no modo de varredura de 200 a 400 nm.
A aquisicdo e processamento dos dados foram realizados com o auxilio do
Software Shimadzu LCsolution (Kyoto, Japéo) (REUTER, 2015).

4.2.5.3. Perfil de carboidratos

A identificacdo dos picos foi realizada por comparagéo do tempo de retencéo
dos padrdes de sacarose, glicose e frutose com os observados nas amostras
analisadas sob as mesmas condicdes. Os resultados foram expressos em
mg.mlL.

O perfil de carboidratos foi analisado em cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). O equipamento é composto de
bomba de alta pressdo (LC-20AT), injetor automatico (SIL-20AC HT), com vazao
de 1,0 ml.min't e com volume de injecdo ajustado para 20 uL, detector por indice
de refracdo (RID-10A), forno de coluna (CTO-20A), mantido em temperatura
constante de 85 °C, mddulo de controle (CBM-20A) e coluna de troca idnica
Aminex HPX-87P (7,8 x 300 mm na forma idnica Pb*?, Biorad, CA, EUA). Para
esta andlise, utilizou-se como fase moével agua ultrapura (Mili-Q®) por apresentar

melhor resolucdo cromatografica e melhor simetria de picos. A aquisicdo de
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dados e a integracdo dos picos cromatogréaficos foram realizadas com o auxilio
do software LC Solutions (Shimadzu corporation, Kyoto, Japdo) (PAULI,
CRISTIANO, NIXDORF, 2011).

4.25.4. Teor de Etanol

A andlise de etanol foi realizada em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometria de massas — CG-MS (Shimadzu QP 2010 Plus), conforme
metodologia descrita por Bagewadi; Mulla; Ninnekar (2016). Para realizar a
andlise, as amostras foram diluidas (1:5) em agua ultrapura (Milli-Q®, Billerica,
MA, EUA). O CG-MS foi equipado com um amostrador automatico e acelera a
analise do etanol com sua separacdo e identificacdo simultaneas. O CG-MS
possuia um filtro de massa quadruplo Rtx-5MS, coluna capilar (30 m 9 0,25 mm),
intervalo de varredura 0,5 s e intervalo de massa 40-500 m/z. A temperatura da
coluna foi mantida a 50 °C durante 1 min e esta aumentou gradativamente em
20 °C por min até uma temperatura final de 280 °C, durante 14,5 min. Ja a
temperatura do injetor foi mantida a 250 °C. O gas Hélio foi utilizado como
transportador, no cromatégrafo de gas, com volume de injecdo de 1 yL. O CG-
MS foi operado com energia de ionizacao eletronica de 70 eV. A amostra foi
processada durante 20 min. Etanol absoluto foi usado como padrdo, em que
foram feitas diluicbes para tracar uma curva, cuja faixa foi 0,01 a 1,6 % de
etanol. Os resultados foram expressos em porcentagem de etanol presente na

amostra.

4.2.6. Avaliagdo da Capacidade antioxidante

4.2.6.1. Capacidade antioxidante - DPPH«

Os extratos fenodlicos foram preparados conforme a metodologia descrita por
Rufino et al. (2010), descrito anteriormente no item 4.2.5.10, para analises dos
CFT.

A capacidade antioxidante foi medida pela capacidade de sequestrar radicais
DPPH- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), seguindo a metodologia utilizada por
Casagrande et al. (2007). Foi adicionado 50 yL do extrato da amostra em 1 ml
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de tampéo acetato (pH 5,5), 1 ml de etanol absoluto e 0,5 ml de solugéo de
DPPH 250 ymol.L?, armazenados durante 10 min na auséncia de luz. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 517 nm. A quantificacéo foi feita atraves da
curva padrao de Trolox (Sigma). A solucdo de DPPH foi utilizada como controle.
Os resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo de radicais
livres pela amostra (IRL %), calculada utilizando a equacgéo 8.

A-B

IRL(%) = ( j x100 Equacéo 8

Onde:
A= absorbancia do controle

B= absorbancia da amostra
4.2.6.2. Capacidade antioxidante - FRAP

Os extratos fendlicos utilizados foram obtidos conforme metodologia descrita
por Rufino et al. (2010), descrito anteriormente no item 4.2.5.10, para analises
dos CFT.

A capacidade antioxidante pelo método de reducdo do ferro (FRAP) foi
realizada conforme Rufino et al. (2007). Em ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 90 pL de cada extrato para tubos de ensaio, acrescentou 270 uL de
agua destilada, misturou com 2,7 ml do reagente FRAP, homogeneizou-se em
agitador de tubos e manteve-se em banho-maria a 37°C por 30 min.
Transcorrido o tempo, realizou-se leitura em espectrofotbmetro a 595 nm,
utiizando o reagente FRAP como branco para calibrar o equipamento. A
quantificacado foi feita através da curva padrao de sulfato ferroso, e os resultados
expressos em UM de sulfato ferroso por ml da amostra.

4.2.7. Analises microbioldgicas

4.2.7.1. ldentificagcdo molecular da microbiota dos gréos de kefir

A analise de identificacdo molecular dos microrganismos presentes nos graos

de kefir foi realizada pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies,
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localizada em Florian6polis-SC, em que utilizou o método DMD — Diagndstico
Microbiol6gico Digital.

A identificacdo de bactérias foi realizada utilizando o sequenciamento de alto
desempenho das regibes V3/V4 do gene 16S rDNA, de acordo com Wang; Qian
(2009) e Caporaso et al. (2012). Enquanto que a identificacdo das leveduras
utilizou os primers ITS1 e ITS2, conforme metodologia descrita por White et al.
(1999) e Schmidt et al. (2013).

4.2.7.2. Contagem de bactérias do acido lactico

Para contagem de BAL, utilizou-se o agar MRS (Man, Rogosa e Sharpe -
MERCK) através da técnica de pour plate. Primeiramente fez-se as diluicbes
seriadas, 25 ml de cada amostra foi diluida em 225 ml de 4gua peptonada 0,1%
(diluicdo 10Y) em erlenmeyer de 250 ml. Dessa diluicdo 107, transferiu-se 1 ml
para um tubo contendo 9 ml de &gua peptonada 0,1% (diluicdo 10), e assim
sucessivamente até diluicdo 10°. Foram inoculados 1 ml de cada diluicdo em
placas estéreis, em seguida verteu-se 20 ml de agar MRS ja esterilizado e
resfriado, e fez-se movimentos em forma de “8”. Apdés o meio solidificado,
incubou-se em estufa bacteriolégica a 37°C por 72 h, em condicbes

anaerobicas, conforme descrito por ISO 15214 (1998).

4.2.7.3. Coliformes totais e termotolerantes

As bebidas fermentadas por graos de kefir antes de serem submetidas a
avaliacdo sensorial foram avaliadas quanto a quantidade de coliformes totais e
termotolerantes (a 45 °C). A avaliacao foi realizada através da técnica dos tubos
multiplos, com 3 tubos por diluicdo. Os resultados foram expressos em ndmero

mais provavel (NMP) por ml segundo a metodologia descrita por APHA (2001).

4.2.7.4. Salmonella sp.

As bebidas fermentadas por grédos de kefir antes de serem submetidas a

avaliacdo sensorial foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de
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Salmonella sp. A pesquisa desse microrganismo foi realizada através de teste
rapido, empregando o kit Reveal 2.0 para Salmonella (NEOGEN® Corporation,
Canada- EUA).

4.2.8. Analise sensorial

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (1.790.802)
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina.

O teste foi realizado segundo a metodologia recomendada por Brasil (2005),
utilizando teste de aceitacdo (aparéncia, aroma, sabor docura e corpo/textura)
com escala hedonica estruturada de 9 pontos, variando de 1 (desgostei
extremamente) a 9 (gostei extremamente) e intencdo de compra com escala
hedbnica estruturada de 5 pontos, variando 1 (certamente ndo compraria) a 5
(certamente compraria). Modelo de ficha no Apéndice A.

A andlise contou com a participacdo de 100 avaliadores nao treinados adultos
saudaveis (maiores de 18 anos), que tinham vinculo com a Universidade
Estadual de Londrina/PR, entre estes, estudantes, servidores e professores.
Antes da aplicacdo dos testes, os avaliadores foram esclarecidos quanto ao
produto a ser avaliado e quanto a dindmica da avaliacdo, conforme o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B).

4.2.9. Anélise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, exceto para as analises
cromatograficas, que foram realizadas em duplicata. As andlises de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para comparacdo mdultipla das médias foram
realizadas considerando o nivel de 5 % de significancia (p<0,05), foram feitas

empregando-se o software Statistica®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e a discussdo foram descritos na forma de artigo cientifico, o

qual serd submetido a um periédico cientifico para publicacéo.

5.1. Artigo: Desenvolvimento de bebidas fermentadas por kefir de agua a partir

de sucos de residuo de abacaxi
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ARTIGO

DESENVOLVIMENTO DE BEBIDA FERMENTADA POR KEFIR DE
AGUA A PARTIR DE SUCOS DE RESIDUO DE ABACAXI

MENEZES?, J. L., PRATES?, D. F.; SPINOSA®, W. A.

aUniversidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 86057-970, Londrina, PR, Brasil. *Autor
correspondente. Tel.: +55 43 3371 5971, fax: +55 43 3371 4585. *E-mail:
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RESUMO

Residuo de abacaxi reune uma série de nutrientes e biocompostos,
inclusive acucares simples e hidrolisaveis, podendo ser empregados em
processos fermentativos. A fermentacdo de residuos, a partir de graos de
kefir, pode ser uma opcéo saudavel, visto que, o kefir é tido como uma
bebida probidtica. Objetivou-se desenvolver bebidas fermentadas por graos
de kefir aceitaveis sensorialmente, utilizando como substratos os extratos
de residuo de abacaxi, com e sem extrato de guarana. Avaliou-se as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas durante sua elaboracédo e
armazenamento a 4°C por até 21 dias de armazenamento. Os
microrganismos identificados nos graos de kefir foram diversificados e com
presenca de cepas com potencial probi6tico. Houve estabilidade de sélidos
soluveis totais (SST), compostos fendlicos totais (CFT) durante os 21 dias,
e pH e acidez total titulavel (ATT), foram estaveis até 14 dias. Conclui-se
gue é possivel desenvolver as bebidas e que estas podem ser uma opcao
de bebidas nao lacticas com presenca de microrganismos com potencial
probidtico. As bebidas desenvolvidas tiveram aceitacdo sensorial, além de
apresentarem caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas desejaveis
durante o tempo de armazenamento, como baixo teor de acucar, e
contagem de bactérias do acido lactico (BAL) minima de 10’ UFC.ml! até
21 dias.

Palavras-chave: Ananas comosus (L) Merril. Cultura mista. Bioprocessos.
Probidtico nao lactico.
1. INTRODUCAO

O residuo de abacaxi resultante do seu processamento, tais como
bagacos e cascas reunem uma seérie de nutrientes e biocompostos.
Acucares, fibras e moléculas do grupo dos fendis e acidos organicos se
destacam e sdo passiveis de apresentarem propriedades antimicrobianas e

de antioxidantes. Salienta-se que, os residuos de algumas frutas, podem
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apresentar-se com compostos bioativos mais concentrados quando
comparados aos de suas polpas (REZENDE, NOGUEIRA, NARAIN, 2017,
PLAZA et al., 2016; ROCHELLE et al., 2016).

Estudos tem demonstrado que o aproveitamento de residuo de abacaxi
para o desenvolvimento de novos produtos € uma alternativa viavel além de
produzir uma consequente diminuicdo no impacto ambiental e desperdicio
(OLIVEIRA, 2014; ALVARENGA, 2014; SELANI, 2015; LIMA et al., 2017).
Estes residuos apresentam nutrientes, inclusive acgUcares simples e
hidrolisaveis (SARZI et al., 2002), e podem ser empregados para produtos
obtidos de processos oriundos da biotecnologia (SOUSA, 2009), tais como
processos fermentativos para elaboragcéao de bebidas.

A fermentacdo de frutas, vegetais e seus residuos, a partir de grédos de
kefir, pode ser uma opcédo para o mercado de consumo, além de minimizar
as perdas de producdo, aumenta a renda dos agricultores e introduz novas
opc¢Oes de produtos (RANDAZZO et al., 2016).

O kefir € conhecido como uma bebida probiética que traz diversos
beneficios a saude. Os grédos de kefir podem ser utilizados para fermentar
diferentes substratos, como soro de queijo, sucos de frutas, melacos ou
xaropes acucarados (FIORDA et al., 2016a). Kefir € um consércio de
microrganismos, que consiste em uma simbiose de bactérias,
especialmente lacticas e acéticas e leveduras (NIKOLAOU et al., 2017)
associadas em uma matriz polissacaridica, conhecida como dextrano,
qguando fermentado em solucéo acucarada (HSIEH et al., 2012).

Devido aos varios efeitos benéficos do kefir, bem como uma alternativa
para utilizacdo de residuo de abacaxi, 0 objetivo do presente trabalho foi
desenvolver bebidas fermentadas por kefir, a partir dos extratos de residuo
de abacaxi, com e sem extrato de guarand, e avaliar aceitacdo sensorial,
caracteristicas  fisico-quimicas e microbiolégicas  durante 0

armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 In6culo
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Utilizou-se gréos de kefir de agua, na concentracdo 5 %, m.m=,
conforme Otles; Cagindi (2003). Os graos de kefir foram mantidos em
substrato estéril, constituido de agua filtrada adicionada de 10 % (m.m) de
acucar mascavo (MARSH et al., 2013), incubados a 25 °C. Antecedendo as
24 h do processo fermentativo, para o desenvolvimento das bebidas, os
graos de kefir eram repicados para o substrato estéril e se utilizava apenas

0S graos.

2.2 Substratos fermentesciveis
2.2.1 Elaboracé&o do xarope

O xarope foi preparado em frascos reagentes Schott com tampa, a partir
da dissolucédo de aclcar mascavo em agua filtrada (10 %, m.m, de aclcar
mascavo em relacdo ao total de bebida produzida) de acordo com Marsh et
al. (2013), os mesmos foram esterilizados (121 °C, 2,1 bar, 15 min) e

resfriados até 25 °C.

2.2.2 Elaboracao dos extratos do residuo de abacaxi

O residuo utilizado para elaboracdo do extrato compunham parte Umida
da casca e bagaco, da variedade Smoth cayenne, cultivada e colhida na
safra de verdo de 2016, no municipio de Cambé/PR. Os extratos do
residuo de abacaxi foram elaborados utilizando-se o residuo de abacaxi
congelado e agua filtrada na proporcéo 2:1 (m.m1), adicionados de 1,3 %
(m.m1) de horteld fresca. Todos os ingredientes foram misturados em
liquidificador (Bermar, BM 43 NR, Brasil) por 2 min. O extrato do residuo foi
filtrado, sendo a porcao liquida transferida para frascos reagentes Schott
com tampa e pasteurizados a 60 °C por 30 min e arrefecidos a 25 °C. Para
elaboracao da formulagdo com extrato de guarana, adicionou-se ao extrato
do residuo de abacaxi 0,15 % (m.m?) de extrato de guarana (DUAS
RODAS®), respeitando a quantidade permitida de cafeina, conforme a
Resolucdo RDC n°273 (BRASIL, 2005a).

2.3 Formulagdes das Bebidas Fermentadas por Kefir
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Elaborou-se uma formulacdo denominada controle (FC), com a adicéo
somente do xarope. Duas formulagdes foram desenvolvidas tendo como
substrato fermentescivel o extrato do residuo de abacaxi e o xarope. Uma
formulacéo foi sem adicdo de extrato de guarana (F1) e a outra com adicao

de extrato de guarana (F2) (Tabela 1).

Tabela 1 - Formulac¢des das bebidas fermentadas por kefir

Etapa de adicao do Formulacgdes (g)
ingrediente no

Ingredientes
processo de

elaboracao FC F1 F2
Agua } 12 205 205 205
Xarope

Acucar 12 45 45 43

Graos de kefir 12 22,5 22,5 22,5

ERA 24 na 200 200
Agua 22 200 na na

Extrato de %a na na 20
guarana '

Total* 450 450 450

FC: controle; F1: sem adicdo de extrato de guarand; F2:com extrato de guarand; ERA:
Extrato do residuo de abacaxi; ": ndo adicionado. *Total: balanco de massas sem a adicdo
dos graos de kefir.

2.4 Fermentacdo e armazenamento das bebidas

O processo fermentativo para elaboracdo das bebidas ocorreu em duas
etapas (Figura 1): na primeira etapa, os graos de kefir foram transferidos
assepticamente para os frascos reagentes Schott de 500 ml, com tampa de
rosca, contendo o xarope. A fermentacdo ocorreu em camara BOD
termostatizada (J. Prolab, JP 1000, Brasil) a 25 + 1°C por 24 h, com as
tampas dos frascos semiabertas. Para a segunda etapa, os graos de kefir
foram filtrados e somente o liquido obtido através da primeira etapa foi
transferido para garrafas de vidro ambar (500 ml) com tampas tipo flip top.
Nessa segunda etapa, prosseguiu-se com a adicdo nas garrafas, da agua
para elaboracdo da FC, do extrato do residuo de abacaxi para elaboragéo
da F1 e extrato do residuo de abacaxi com extrato de guarana para

elaboracdao da F2. A fermentagcdo foi conduzida nas garrafas com as
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tampas fechadas, por mais 24 h a 25 °C em camara BOD termostatizada
(J. Prolab, JP 1000, Brasil).

Apébs obtencdo das bebidas fermentadas, as formulacdes F1 e F2 foram
armazenadas a 4 °C, durante 7 dias, 14 dias e 21 dias, para avaliacéo

fisico-quimica e viabilidade das BAL durante o tempo de armazenamento.

Figure 1 - Fluxograma de elaboracéo das bebidas fermentadas por kefir

Adicdo do Xarope
(agua + agucar
mascavo)
0 . 12 Etapa da
(121 °C/15 min) (25°C) Fermentagdo

(aerébia facultativa)

Inoculag@o dos graos

de kefir gorc/zan)
Parte liquida proveniente
Extrato do residuo de abacaxi para F1 da 1 etapa
Residuo de abacaxi
| Extrato do residuo de abacaxi + 2% Etapa da
extrato de guarana para F2 > Fermentacdo
- (anaerdbia)
‘ Agua para FC
(25°C /24 h)

Bebidas prontas
Fermentadas por Kefir

(F1; F2; FC)

Armazenamentoa 4 °C
das bebidasF1 e F2
por: 7 dias, 14 dias e

21 dias

FC: formulagéo controle; F1: formulacéo 1; F2: formulacéo 2.

2.5. Procedimentos Analiticos
2.5.1 Identificagcdo da microbiota dos graos de kefir

A identificagdo de bactérias foi realizada utilizando o sequenciamento de
alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rDNA, de acordo com
Wang; Qian (2009) e Caporaso et al. (2012). Enquanto que a identificacao
das leveduras utilizou os primers ITS1 e ITS2, conforme metodologia
descrita por White et al. (1999) e Schmidt et al. (2013).

2.5.2 Caracterizacéo do residuo de abacaxi e dos extratos do residuo
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O residuo de abacaxi foi avaliado quanto a composi¢cao proximal, teor de
umidade, cinzas totais, proteinas totais, fibra totais, carboidratos (AOAC,
2012) e lipideos totais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Os teores de pH, SST (AOAC, 2012), ATT (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008), CFT (SWAIN; HILLS, 1959), perfil de -carboidratos (PAULI,
CRISTIANO, NIXDORF, 2011), acidos organicos (REUTER, 2015) e teor
de etanol (BAGEWADI, MULLA, NINNEKAR, 2016) por cromatografia,
foram avaliados nos extratos do residuo de abacaxi com e sem extrato de

guarana.

2.5.3 Avaliacdo das bebidas fermentadas por kefir durante armazenamento
a4°C

Teores de pH, SST (AOAC, 2012), ATT (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008), perfil de carboidratos (PAULI, CRISTIANO, NIXDORF, 2011), acidos
organicos (REUTER, 2015) e etanol (BAGEWADI, MULLA, NINNEKAR,
2016) por cromatografia, foram avaliados antes e ap0s cada uma das duas
etapas de fermentacdo, para as trés formulacfes e durante o tempo de
armazenamento a 4 °C por 7 dias, 14 dias e 21 dias, das bebidas F1 e F2.

As bebidas fermentadas por kefir (FC, F1 e F2) e as formulacdes F1 e
F2 foram avaliadas quanto aos seus teores de CFT (SWAIN; HILLS, 1959),
atividade antioxidante por FRAP (RUFINO et al., 2007) e DPPH
(CASAGRANDE et al., 2007), logo apés o término da segunda fermentacéo

e ao longo do periodo de armazenamento, respectivamente.

2.5.4 Viabilidade das bactérias do acido lactico (BAL)

As BAL foram analisadas nas bebidas F1 e F2 logo apds o término da
segunda fermentacdo e monitoradas durante o periodo de armazenamento
a 4°C por 7 dias, 14 dias e 21 dias. Para contagem de BAL, utilizou-se o
agar MRS - Man, Rogosa e Sharpe (MERCK), através da técnica de pour
plate conforme protocolo da ISO 15214 (1998).

2.5.5 Andlise microbiolégica
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As bebidas fermentadas, antecedendo a avaliacdo sensorial, foram
submetidas as analises de presenca de Salmonella sp., através do Kit
Reveal 2.0 para Salmonella (NEOGEN® Corporation, Canada- EUA) e
contagem de coliformes totais e termotolerantes a 45 °C, de acordo com a

metodologia de nimero mais provavel (NMP) descrita na APHA (2001).

2.5.6 Analise sensorial

As bebidas fermentadas F1 e F2, apés o término da segunda
fermentacao e refrigeracéo por 4h a 4° C, foram avaliadas sensorialmente,
por meio da aplicacéo de teste de aceitacao por escala hedonica (BRASIL,
2005b). Utilizou-se uma escala estruturada de nove pontos (1 = desgostei
extremamente e 9 = gostei extremamente), pela qual foram avaliados cinco
atributos (aparéncia, aroma, sabor, docura e corpo/textura). Foi avaliada a
intencdo de compra com escala hedbnica estruturada de 5 pontos (1=
certamente ndo compraria e 5=certamente compraria). Estas avaliacbes
foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa, envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. As amostras foram
codificadas utilizando-se numeros de trés digitos ao acaso, servidas
aleatoriamente em tacas de plastico transparente, com aproximadamente
30 ml, a temperatura de refrigeracdo. Os provadores foram instruidos a
enxaguar a boca com agua entre as provas das amostras, para evitar a
possivel interferéncia de sabor residual das bebidas. A equipe sensorial
contou com 100 avaliadores, nao treinados, adultos saudaveis (maiores de
18 anos), que tinham vinculo com a Universidade Estadual de Londrina/PR,
entre estes estudantes, servidores e professores. Antes da aplicacdo dos
testes, os avaliadores foram esclarecidos quanto ao produto a ser avaliado
e quanto a dinamica da avaliacdo, conforme o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

2.5.7. Andlise estatistica
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, exceto para as analises
cromatograficas, que foram realizadas em duplicata. As analises de

variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparacdo mdultipla das
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meédias foram realizadas considerando o nivel de 5 % de significancia

(p<0,05), foram feitas empregando-se o software Statistica®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo da microbiota do kefir

Os graos de kefir utilizados como indculo neste estudo apresentaram
uma microbiota diversificada, foi possivel identificar 11 espécies
bacterianas (Figura 2-A) e 3 espécies de leveduras (Figura 2-B). O género
Lactobacilos foi predominante entre as bactérias, com destaque para
espécie de Lactobacillus satsumensis (49,81 %). Gluconobbacter oxydans
esteve presente em 2,25 %, sendo esta uma bactéria do &cido acético
(BAA). Em relacdo as leveduras, Brettanomyces bruxellensis esteve

presente em maior propor¢cao (99,74 %).

Figura 2 - Percentagem de bactérias (A) e leveduras (B) isoladas dos graos
de kefir de agua

B)

u | actobacillus satsumensis

u Oenococcus kitaharae

_0,13%

u Qenococcus oeni

Gluconobacter oxydans

u Breftanomyces

m Acefobacter sp. bruxellensis

= Lactobacillus sp. = Saccharomyces

. . cerevisiae
u [ actobacillus oeni
Lachancea

u Lactobacillus nagelii formentati

m Komagataeibacter
infermedius

u Komagataeibacter
saccharivorans

m Gluconobacter cerinus

A diversidade microbiana dos graos de kefir de 4gua tem sido observada
em pesquisas recentes, tanto por técnicas dependentes, quanto
independentes de cultivo. Os microrganismos presentes em grande parte
da microbiota dos gréos de kefir e também encontrados nesse estudo, sao
espécies de BAL, bactérias do acido acético (BAA) e leveduras (LAUREYS

et al., 2017). A composi¢cdo e a propor¢cdo dos microrganismos possam
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variar conforme o pais de origem, a regido e manutencdo dos graos
(MONAR et al., 2014).

Os resultados demonstram a presenca de espécies potencialmente
probioticas, podendo-se inferir que a utlizacdo desses graos de kefir
produziram bebidas com possivel potencial probiotico.

Lactobacillus sp. apresentam atributos probidticos, como descrito no
estudo de Shuhadha et al. (2017). Algumas cepas de Oenococcus oeni
também foram sugeridas como bactéria probiética (FOLIGNE et al., 2010).
Estes microrganismos foram identificados neste trabalho (Figura 2).

S. cerevisiae é frequentemente associada ao kefir de agua (LAUREYS,
VUYST, 2014; MARSH et al., 2013; LEITE et al., 2012, HSIEH et al., 2012,
GULITZ et al.,, 2011; MIGUEL et al.,, 2011; WALDHERR et al., 2010).
Entretanto, estudos tem demostrado a presenca de outras leveduras, tais
como B. bruxellensis (LAUREYS, VUYST, 2014; MARSH et al.,, 2013;
HSIEH et al., 2012), assim como L. fermentati (Fiorda et al., 2016a).

3.2 Caracterizacao fisico-quimica do residuo de abacaxi e dos extratos do
residuo

De acordo com a composicao proximal (Tabela 2), os carboidratos totais
foram o0s nutrientes majoritarios encontrados no residuo de abacaxi,
indicando que os mesmos podem ser empregados como substrato
fermentescivel.

Além disso, o residuo apresentou consideravel teor de fibra alimentar
total, que tem efeitos positivos para o organismo humano. A fibra alimentar
€ resistente a acdo das enzimas digestivas humanas, e séo classificadas
como fibra alimentar solavel (facilmente fermentadas pela microflora do
intestino grosso) e insolavel (causam aumento do bolo fecal), devido a
essas caracteristicas, as fibras sdo classificadas como prebi6ticas, pois
favorecem a multiplicacdo de microrganismos benéficos (BERNAUD;
RODRIGUES, 2013). Este é mais um fator favoravel para utilizacdo do
residuo de abacaxi como matéria-prima para o desenvolvimento de novas
bebidas.
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Tabela 2- Composicdo proximal do residuo de abacaxi (RA)

Parametros(g.100g?) RA (b.u.)
Carboidratos totais* 8,525+0,00
Cinzas Totais 0,51+0,02
Fibra alimentar total 3,05+0,01
Lipideos Totais 0,02+0,01
Proteinas Totais 1,16+0,03
Umidade 86,74+0,74

fC%rboidratos por diferenga. Os resultados expressam a médiatdesvio padrdo. b.u.: base
umida.

Os teores de proteina totais, cinzas totais e fibra alimentar total do
residuo de abacaxi foram 1,29, 1,28 e 3,05 vezes maiores,
respectivamente, comparados aos teores de polpa in natura de abacaxi
(TACO, 2011). Ao passo que os valores de umidade séo préximos e o valor
de lipideos é 5 vezes menor do que o obtido na polpa.

Sousa (2009) encontrou teores de 3,37+0,04 ¢g.100g*' de proteina,
1,60+0,07 ¢.100g? de cinzas e 0,15+0,15 ¢.100g? de lipideos para os
residuos, sendo estes superiores aos encontrados neste estudo. Vega-
Castro et al. (2016) encontraram teores de umidade (70,97+0,84 g.100g™)
e proteinas totais (0,63+ 0,02 g.100g™?) inferiores ao residuo utilizado neste
estudo, ja o teor de cinzas totais (1,10+0,08 g.100g?) foi superior. Gil;
Maupoey (2018) encontraram valores de umidade (85,0+3,0 g.100g™) para
residuo de abacaxi proximos aos obtidos neste trabalho.

A diferenga dos teores nutricionais obtidos entre os estudos reportados
na literatura podem ser justificados pelo fato de que os residuos obtidos de
variedades e cultivos sazonais diferentes de abacaxis apresentam
diferentes composic¢des (LEMOS et al., 2010).

Em relacdo a caracterizacao fisico-quimica dos extratos do residuo de
abacaxi, sem extrato de guarana (ERA) e com extrato de guarana
(ERAEG), estes apresentaram diferenca significativa (Tabela 3) nos teores
de SST, ATT, pH, CFT, sacarose, glicose, lactico, citrico e succinico. As
diferencas nos extratos do residuo se devem, provavelmente, a adicdo de

extrato de guarana no ERA para elaboracéo de F2.
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Tabela 3 - Caracterizacdo do extrato do residuo de abacaxi (ERA) e extrato
do residuo de abacaxi com extrato de guarana (ERAEG)

Parametros ERA ERAEG
SST 5,13+0,06" 5,28+0,072
ATT 4 55+0,012 4,48+0,01P
pH 3,52+0,01P 3,64+0,012
CFT 2,86+0,12° 3,16+0,092
Etanol <0,01 <0,01
Carboidratos (mg.ml?)
Sacarose 0,22+0,01P 0,36+0,012
Glicose 23,97+0,112 21,60+0,14b
Frutose 24,62+0,132 24,12+0,042
Acidos organicos (mg.ml?)

Lactico <0,01 0,09+0,012
Acético 0,04+0,002 0,05+0,012
Citrico 4,30+0,012 3,96+0,01P
Succinico <0,01 0,09+0,002

SST: sélidos soluveis totais (°Brix). ATT: acidez titulavel total (g acido citrico.100gt). CFT:
compostos fendlicos totais (mM EAG.g1). Etanol (%). Os resultados expressam a
médiatdesvio padrdo. Médias na mesma linha com letras iguais ndo diferem entre si
(p>0,05) pelo teste de Tukey.

Em ambos os extratos do residuo, com e sem extrato de guarand, o
perfil de carboidratos apresentou 3 acuUcares fermentesciveis (Tabela 3),
gue podem ser metabolizados pela microbiota dos graos de kefir, sendo a
frutose 0 monossacarideo em maior concentracdo. A sacarose esta em
maior concentracdo no ERAEG, visto que o extrato de guarana comercial,
usado neste estudo, tem carboidratos em sua composicao.

Os CFT mostraram-se em maior concentracdo no extrato do residuo
preparado com extrato de guarand, visto que 0 guarana possui Compostos
fenolicos em sua composicdo (MARTINS, 2010).

N&ao foi detectado etanol nos extratos do residuo de abacaxi, sugerindo
gue 0s mesmos ndo estavam fermentados.

A utilizacdo de substratos alternativos, como o extrato do residuo de
abacaxi, para o desenvolvimento de bebidas fermentadas por kefir € uma
maneira para converter aclUcares em &cidos organicos e alcool. Os
substratos alternativos podem ajudar a manter e/ou melhorar as
propriedades de seguranca alimentar, nutricdo, sensoriais e vida util das
bebidas fermentadas (FIORDA et al., 2016a).
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Dessa maneira, a utilizacdo de extrato de residuo de abacaxi podera
melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais obtidas em bebidas de
kefir, visto que os extratos possuem &cidos organicos, acucares, CFT,

entre outros nutrientes.

3.3 AvaliacOes das bebidas fermentadas por kefir, durante sua elaboracao
e periodo de armazenamento a 4°C

Em relacdo ao pH e SST, durante as etapas de fermentacédo, todas as
bebidas (FC, F1 e F2) tiveram decréscimo nesses teores, e aumento da
ATT (Tabela 4). A diminuicdo nos valores de pH e SST esta associada ao
catabolismo dos acucares pelos microrganismos presentes, convertendo 0s
substratos em &cidos organicos, etanol, diéxido de carbono e outros
compostos volateis (FIORDA, et al., 2016a). Além disso, a adi¢cdo de
extrato de residuo de abacaxi, na segunda etapa de fermentacdo, nas
formulacdes F1 e F2, contribuiram para o decréscimo no pH e elevacao da
ATT.

As bebidas fermentadas por kefir, apds o término da segunda etapa de
fermentacao (bebida pronta), F1 e F2, ndo obtiveram diferenca significativa
entre si em relacdo aos teores de pH, ATT e SST, e as mesmas diferiram
significativamente da FC, em relacdo aos mesmos parametros. Em que, F1
e F2 tiveram os menores valores de pH e maiores valores de ATT,
indicando que os microrganismos de kefir metabolizaram os acUcares e
produziram acidos organicos em maior quantidade que em FC (Tabela 4),
além de ter influéncia da adicdo do extrato de residuo de abacaxi, que é
uma fruta acida.

Os perfis de pH, ATT e SST indicam que 0S microrganismos presentes
nos graos de kefir foram capazes de se adaptarem aos substratos do
extrato do residuo de abacaxi. Além disso, F1 e F2 obtiveram valores de
pH abaixo de 4,5, sendo consideradas bebidas acidas, o que dificulta a
proliferacdo de microrganismos patogénicos durante o armazenamento das
mesmas.

Corona et al. (2016) desenvolveram bebidas de kefir com vegetais, em

que para o pH, a bebida a partir de suco de morango obteve valor similar
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ao deste estudo (3,60+0,00) e para ATT o suco de meldo (5,33+0,31) foi
similar.

Durante o tempo de armazenamento a 4 °C, o pH, ATT e SST de Fl e
F2 nao diferiram estatisticamente, mostrando estabilidade por 7 e 14 dias
para pH e ATT, e durante os 21 dias para SST. Isso mostra o0 potencial
para o desenvolvimento de bebida com kefir de agua e aproveitamento de
residuo, para uma nova opcdo de bebida ndo lactea, possivelmente
probiotica e com reduzido teor de agucar.

A variacdo no perfil dos acidos organicos durante as etapas de
fermentacdo e periodo de armazenamento das bebidas foi observada.
Essa variacdo é resultante da adicdo dos extratos do residuo com e sem
extrato de guarana na segunda etapa da fermentacdo e complementadas
pela acdo da microbiota diversificada dos grdos de kefir capazes de
produzir tais acidos.

O perfil de &cidos organicos nas formula¢gées FC, F1 e F2, identificados
ao longo das etapas de fermentacéo evidenciaram que, os acidos acético e
lactico foram quantificados apés as 24 h da primeira etapa de fermentacéo
(Tabela 4). Na amostragem inicial (O h) da primeira etapa de fermentacéo,
0s &cidos presentes foram o citrico e o succinico, oriundos provavelmente
do acucar da cana, matéria-prima utilizada para elaboracdo do xarope. O
acido citrico foi majoritario para as bebidas F1 e F2, e acido lactico para
FC.

Durante o periodo de armazenamento, houve um aumento na
concentracdo de todos os acidos mesmo em baixas temperaturas,
evidenciando acédo das BAL e BAA.

Fiorda et al. (2016b) ao produzir bebida de kefir a partir de mel, obteve
acido citrico como majoritario (69,86 mg.mL™?), e foram detectados outros
acidos organicos, como lactico, acético e succinico, sendo estes o0s

mesmos perfis de acidos encontrados neste estudo.
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Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos e caracterizacao do perfil de &cidos organicos avaliados nas etapas de fermentacéo e

durante o periodo de armazenamento

12 etapa de fermentacéao

22 etapa de fermentacéo

Armazenamento das bebidas a 4 °C

FC
F1
F2

FC
F1
F2

FC
F1
F2

FC
F1
F2
FC
F1
F2
FC
F1
F2
FC
F1
F2

0 h (inicial) 24 h 0h 24 h* 7 dias 14 dias 21 dias
pH
7,660,113  4,76+0,03%¢  5,10+0,0328  4,66+0,013° nd nd nd
7,64+0,014  4,75+0,03%8  3,81+0,01°¢  3,67+0,01°°  3,54+0,073F 3,50+0,01%¢  3,73+0,003¢P
7,61+0,01®  4,76+0,0228  3,87+0,01°°  3,61+0,01°®  3,49+0,00%F 3,43+0,013F 3,66+0,002°
Acidez Total Titulavel (g acido citrico. L)

0,13+0,00%¢  1,17+0,01*  0,50+0,00°¢  0,96+0,01b48 nd nd nd
0,13+0,00%¢  1,21+0,013®  3,71+0,013¢  5,42+0,0228  7,06+0,03%A 7,69+0,043A 5,69+0,03%8
0,13+0,00%" 1,21+0,06%¢  3,71+0,06%°  5,46+0,123¢  7,38+0,02*B  7,94+0,07%A 6,94+0,0328

Solidos Soluveis Totais (°BRIX)

18,55+0,08% 17,32+0,0928
18,62+0,05%* 17,36+0,0728
16,81+0,16"8

17,92+0,08°4

9,29+0,04°C

12,58+0,013¢
12,81+0,073¢

9,07+0,01°C

10,71+0,153°
10,90+0,072P

nd
9,96+0,232E

10,02+0,143€

nd

10,18+0,093%F

10,17+0,08%F

nd

10,08+0,143F
10,04+0,08%F

Perfil de acidos organicos (mg.ml?)

<0,01 0,18+0,02**  0,08+0,022A  0,15+0,00°* nd nd nd
Acético <0,01 0,15+0,01*¢  0,10+0,00%¢  0,37+0,032° 1,41+0,0328 2,4610,05%A 1,14+0,03°C
<0,01 0,20+0,01%¢  0,10+0,022¢  0,42+0,01%°  1,06+0,08°¢ 1,36+0,12"8 3,03+0,05%A

Citrico 0,05+0,00*4  0,04+0,00*  0,01+0,00*  0,02+0,00¢* nd nd nd
0,05+0,003% 0,01+0,00°" 2,55+0,00%¢  2,13+0,023¢  2,42+0,032° 4,83+0,04A 2,96+0,01%8
0,05+0,002®  0,04+0,00%° 2 ,08+0,00°¢ 1,99+0,00°°¢  2,17+0,06"8 2,79+0,12°A 2,89+0,013A

Lactico <0,01 0,51+0,00*A4 0,170,018 0,22+0,00¢® nd nd nd
<0,01 0,44+0,01°°  0,20+0,032F  0,79+0,00°¢ 1,31+0,0238 1,57+0,05% 1,41+0,0328
<0,01 0,41+0,01°°  0,24+0,01¢  1,10+0,03%¢  1,09+0,04°C 1,52+0,113A 1,32+0,0128

Succinico 0,070,000  0,05+0,00%  0,02+0,00**  0,03+0,00% nd nd nd
0,07+0,002€ 0,060,002  0,03+0,013¢  0,36+0,028°  0,67+0,053 1,53+0,03%4 0,81+0,0128
0,07+0,00%¢  0,16+0,00°PE  0,08+0,00°F  0,24+0,01P® 0,32+0,08°5¢  0,45+0,07"8 0,830,004

FC: formulacéo controle, somente o xarope. F1: formulagdo com extrato do residuo de abacaxi sem adicao de extrato de guarana. F2:formulagdo com extrato
do residuo de abacaxi com extrato de guarana. *Bebida pronta. ": ndo determinado. Os resultados expressam a médiatdesvio padrdo. Médias na mesma
coluna com letras mindsculas iguais néo diferem entre as formulacgdes (p>0,05) pelo teste de Tukey. Médias na mesma linha com letras mailsculas iguais
nao diferem entre as etapas da fermentacdo e periodo de armazenamento si (p>0,05) pelo teste de Tukey.
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Em relacdo ao perfil de carboidratos, houve uma reducdo do total de
carboidratos inicial até o final do processo de fermentacdo e tempo de
armazenamento (Figura 3). Em contrapartida, pode-se inferir que houve uma
correlacéo entre a diminuicdo dos carboidratos e aumento dos acidos organicos

e etanol.

Figure 3 - Perfil de carboidratos das bebidas durante o processo de fermentacéo
e tempo de armazenamento. A) Sacarose, B) Glicose e C) Frutose.
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Em relacdo ao teor de etanol, este variou entre 0,06 e 1,71 % (v.v'!) para as
bebidas prontas (Figura 4), sendo para FC a menor concentracdo, diferindo
significativamente (p<0,05) das formulagbes F1 e F2. Durante o tempo de

armazenamento houve um aumento no teor de etanol.
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Figure 4 - Perfil de etanol durante o processo de fermentacéo e tempo de
armazenamento a 4 °C
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As bebidas F1 e F2 sao classificadas como alcodlicas, conforme a legislacao
brasileira (BRASIL, 2009), uma vez que o teor de etanol foi superior a 0,5 %
(v/v), enquanto que FC é classificada como néo alcéolica.

Alguns estudos mostram baixo teor de etanol para bebidas de kefir utilizando
diferentes substratos (MAGALHAES et al., 2011a, MAGALHAES et al., 2011b).
Entretanto, outros estudos que utilizaram sucos de diferentes vegetais obtiveram
niveis maiores de etanol (CORONA et al., 2016; RANDAZZO et al., 2016) do que
0s obtidos nesse estudo. Isso mostra que, dependendo do substrato
fermentescivel utilizado e as condicbes da fermentacdo, os teores de etanol
podem ser variaveis.

Os produtos finais da fermentacédo de levedura sédo etanol e CO2. Algumas
espécies dentro do grupo das BAL também tém a capacidade de produzir etanol,
uma vez que possuem atividade de alcool desidrogenase, uma enzima capaz de
converter acetaldeido em etanol (RANDAZZO et al., 2016).

O processo de fermentacdo em meio acido favorece a producdo de etanol,
pois restringem o crescimento das leveduras (MIRANDA, PEREIRA, ARAUJO,
2014), assim como em meio anaerdbio (ARAUJO, 2012). Isso pode ser
observado no presente estudo, em que, na segunda etapa de fermentacao, apos
adicionar os ERA e ERAEG, em F1 e F2, respectivamente, e conduzir a
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fermentacdo em anaerobiose, houve um aumento no teor de etanol, bem como

durante o armazenamento.

3.3.1. Compostos fendlicos totais e avaliacdo da capacidade antioxidante

O teor de CFT das bebidas F1 e F2 foram significativamente (p<0,05)
maiores comparadas a FC. Isso refletiu na atividade antioxidante,
consequentemente F1 e F2 obtiveram atividades mais elevadas que a FC, tanto
para FRAP quanto para DPPH (Tabela 5). Provavelmente, isso ocorreu pela
adicado de extrato de residuo de abacaxi, pois 0S mesmos possuem compostos

fendlicos, bem como devido aos produtos oriundos do metabolismo fermentativo.

Tabela 5 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das bebidas
prontas e durante o tempo de armazenamento de F1 e F2

Formulacéo CFT (mM EAG.ml?)
Bebida 7 dias 14 dias 21 dias
pronta
FC 1,37+0,09° nd nd nd
F1 2,17+0,18%4 2,17+0,0634 2,03+0,0324 2,14+0,0324
F2 2,17+0,15%A 2,28+0,042A 2,14+0,032A 2,14+0,0324
FRAP (UM sulf. ferroso.ml?)
FC 22,16+1,37° nd nd nd
F1 48,02+1,5184 45,92+0,23PA  43,06+0,27°A  47,22+4,65%
F2 54,56+0,79%* 51,33+0,19%* 50,51+0,90%* 42 98+1,6528
DPPH (% inibicdo
FC 0,30+0,28° nd nd nd
F1 7,31+0,9524B 5 42+0,11bB 8,41+0,73%A 7,92+0,53PA
F2 8,53+0,422/8 7 98+0,6928  10,18+1,78*8  10,48+0,59A

nd: ndo determinado. Os resultados expressam a médiatdesvio padrdo. Médias na mesma
coluna com letras mindsculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey. Médias
na mesma linha com letras mailsculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Nos tempos de armazenamento, as bebidas nédo diferiam em relacdo ao teor
dos CFT, mas tiveram diferenga significativa (p<0,05) em relacdo a atividade
antioxidante. F2 com 21 dias de armazenamento, obteve-se a maior
porcentagem de inibigdo do radical DPPH, mas néo diferiu de F2 com 14 dias e
nem F2 pronta. Enquanto que, para o radical FRAP, o maior atividade
antioxidante foi evidenciada para F2 no 7° dia de armazenamento, que nao
diferiu (p>0,05) F2 com 14 dias e nem da F2 pronta.

As propriedade antioxidantes podem melhorar o estado de saude e reduzir os

riscos de desenvolver doencgas, através de acbes positivas nas funcdes
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biolégicas do corpo humano. Além disso, podem preservar a vida util das
bebidas industrializadas e prevenir o desenvolvimento de off-flavors (FIORDA et
al., 2016a).

3.3.2 Viabilidade das bactérias acido lacticas- BAL

As bebidas fermentadas F1 e F2 prontas apresentaram contagens
respectivamente, 1,23x108 UFC.mlI! e 1,43x10% UFC.ml! de BAL. Os resultados
da viabilidade das BAL durante o periodo de armazenamento (Figura 5) mostram
que houve um aumento das mesmas, até o 7° dia de armazenamento, e
mantiveram-se na ordem de 9 log UFC.ml* até 21° dia, exceto F2, que teve sua
concentragdo reduzida em 1 ciclo log UFC.ml. Contudo, as contagens de BAL
no 21° dia de armazenamento a 4°C mantiveram-se em 10’ UFC.ml! para F2 e
em 108 UFC.ml* para F1.

Figure 5 — Viabilidade das BAL durante o tempo de armazenamento a 4 °C das
bebidas fermentadas F1 e F2
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De acordo com FAO/WHO (2006), bebidas probidticas devem conter pelo
menos 107 UFC.ml?! de contagem de BAL até o final do periodo de
armazenamento, portanto, as bebidas fermentadas por kefir a partir dos extratos

de residuo de abacaxi enquadram-se dentro desta especificacao.
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Com esses resultados, pode-se inferir que as bebidas elaboradas neste
estudo, possuem potencial para serem consideradas probidticas, salvo que as

mesmas devem passar por outros testes descritos na Res. n°18 (BRASIL, 1999).

3.4. Analise sensorial

As bebidas submetidas a avaliagdo sensorial, estavam em condi¢cdes
microbioldgicas satisfatérias, apresentando contagem <1,0 NMP.ml! para
coliformes totais e termotolerantes a 45 °C e auséncia de Salmonella sp. em 25
ml das bebidas fermentadas por kefir.

As médias dos escores para todos os atributos sensoriais analisados néo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre F1 e F2, indicando que as
amostras foram igualmente aceitas, e variaram entre “gostei ligeiramente” (6,0) a
“gostei muito” (8,0) (Tabela 6), apresentando assim, notas de aceitacdo acima

da média.

Tabela 6 - Avaliacao sensorial pelo teste de aceitacdo e indice de aceitacao das
bebidas elaboradas

Atributos Sensoriais (Notas)
Aparéncia Aroma Sabor Docura Corpol/textura

F1 6,501,562 7,02+1,378 7,651,272 7,54+1,342 7,75+1,202

F2 6,52+1,572 6,79+1,45%8 7,33+1,362 7,31+1,522 7,61+1,352
indice de aceitacéo (%)

F1 722 782 852 842 862

F2 722 752 812 812 852

Os resultados expressam a meédiatdesvio padrdo das notas atribuidas para cada atributo.
Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tukey.

As notas individuais de cada avaliador sdo extremamente variaveis, a
preferéncia e o gostar ou ndo, de certos alimentos e bebidas séo influenciadas
por varios fatores (BAPTISTA, 2010).

De acordo com Dutcosky (2012) os produtos com indice de aceitacéo (IA),
acima de 70 % sé&o considerados aceitos, dessa maneira, observa-se que todos
os atributos sensoriais dos tratamentos avaliados foram aceitos (Tabela 6).

A aparéncia foi o atributo que recebeu a menor nota, provavelmente devido a
presenca de pequenas particulas formadas durante a fermentacao, visto que as

bebidas n&o foram filtradas ap0s a segunda fermentacado, contudo, ainda obteve
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indice de aceitacdo acima de 70 %. A filtracdo das bebidas ap6s a segunda
etapa de fermentacdo poderia ser um parametro a ser estudado, para buscar
uma melhora na avaliacado desse atributo, através de notas mais elevadas para
a “aparéncia”.

A adicdo do extrato de guarana em F2, esta relacionada aos beneficios do
guarana, como estimulante, combate a fadiga e depressdo, dentre outros
(MOUSTAKAS et al., 2015) e a andlise sensorial mostrou que a bebida foi
aceita, podendo ser uma opc¢ao para 0s consumidores.

Os acucares e acidos organicos sao frequentemente utilizados como aditivos
alimentares em bebidas, tais como refrigerantes e vinhos, pois contribuem para
uma acidez suave e refrescante, aumentando a aceitacdo sensorial, além de
contribuir para estabilidade microbiolégica (FIORDA et al, 2016b). Isso reflete
significativamente nos resultados obtidos nesta pesquisa, visto que os acidos
organicos sao metabdlitos da fermentacdo do kefir, e provavelmente a presenca
dos mesmos foram fundamentais para aceitacéo das bebidas analisadas.

Os escores para o0s atributos sensoriais obtidos nesta pesquisa foram
superiores aos ja descritos em outros estudos, que desenvolveram bebidas
fermentadas por graos de kefir utilizando sucos de vegetais e frutas, como
Marchi; Palezi; Pietta (2015), Corona et al. (2016), Randazzo et al. (2016).

A intencdo de compra para as bebidas fermentadas elaboradas (Figura 6)
evidencia que as bebidas tém potencial para estarem nas prateleiras dos
supermercados, visto que o somatério dos escores “certamente compraria +
provavelmente compraria” estd acima de 70 e 60 % para F1 e F2,
respectivamente. Além do mais, observa-se baixo percentual do escore
“provavelmente ndo compraria” e ninguém assinalou o escore “certamente nao
compraria”.

Pase et al. (2017), ao pesquisarem refrigerantes e bebidas ndo carbonatadas
com alto teor de acucar, como sucos de frutas e bebidas de frutas, puderam
concluir que o consumo de refrigerante artificialmente adogado foi associado a

um maior risco de Acidente Vascular Cerebral (AVC) e deméncia.
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Figure 6 - Intencdo de compra para as bebidas fermentadas
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Frente a isso, a utilizacdo de graos de kefir para obter bebidas fermentadas a
partir de extratos de residuo de abacaxi, pode ser uma alternativa para
substituicdo de refrigerantes, pois as mesmas foram aceitas, mesmo com teor
reduzido de acucar. Além de obter uma bebida refrescante, naturalmente
gaseificada, com potencial probidtico, presenca de acidos organicos, compostos
fendlicos, entre outras substancias e nutrientes, apresentando vantagens frente

aos refrigerantes.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que as bebidas desenvolvidas no presente trabalho podem ser
uma alternativa para a utilizagdo de residuo de abacaxi, adicionadas ou ndo de
extrato de guarana.

Além de uma opcado de bebida nado lactica com potencial probiético, visto que
obtiveram aceitacdo sensorial, além de caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas desejaveis durante 21 dias de armazenamento, baixo teor de
aclcar, contagem de bactérias do acido lactico minima de 107 UFC.mlt e

estabilidade nos teores de SST até 21 dias.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Conclui-se que é possivel desenvolver bebidas fermentadas por kefir, a partir
do extrato de residuo de abacaxi, sem (F1) e com (F2) extrato de guarana. Essas
sao estaveis em relacdo aos parametros fisico-quimicos durante 7 e 14 dias, e
microbiolégicos até 21 dias de armazenamento. As bebidas F1 e F2, refrigeradas
a 4°C, por 4h, logo ap6s o término da segunda etapa de fermentacdo sao
aprovadas e aceitas pelos consumidores.

Identificou-se 0s microrganismos presentes na cultura mista dos graos de
kefir, e com os resultados pode-se inferir que as bebidas obtidas tem carater

probidtico.
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Apéndice A

Ficha de Avaliacdo Sensorial

Nome: Data:

1. Vocé esta recebendo uma amostra codificada, de bebida fermentada por kefir a
partir de residuo de abacaxi. Por favor, avalie a amostra, atribuindo uma nota
conforme a escala abaixo, indicando o quanto vocé gostou ou desgostou dos
atributos: aparéncia, aroma, sabor, dogura e corpo/textura.

Escala:

9 - gostei extremamente ATRIBUTOS Nota conforme escala
8 - gostei muito Aparéncia

7 - gostei moderadamente Aroma

6 - gostei ligeiramente Sabor

5 - nem gostei/nem desgostei Docura

4 - desgostei ligeiramente Corpoltextura

3 - desgostei moderadamente
2 - desgostei muito
1 - desgostei extremamente

2. Ja na escala abaixo, assinale sua opiniao em relacdo a intencdo de compra
desta bebida.

( ) 5 - Certamente eu compraria

( ) 4 - Provavelmente eu compraria

( ) 3 - Talvez eu compraria / Talvez eu ndo compraria
( ) 2 - Provavelmente eu ndo compraria

( ) 1 - Certamente eu ndo compraria

COMENTARIOS:
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Apéndice B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Residuo de abacaxi para o desenvolvimento de bebidas
fermentadas por kefir

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “Residuo de
abacaxi para o desenvolvimento de bebidas fermentadas por kefir’. O objetivo da
pesquisa é desenvolver uma bebida fermentada por gréos de kefir de agua a partir
de residuo de abacaxi e adicdo de extrato de guarana. A bebida kefir € um produto
fermentado consumido rotineiramente em diversos paises e produzido com agua,
acucar e cultura microbiana fermentadora (os chamados graos de kefir).

Sua participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma: o (a)
senhor (a) faria parte da equipe de julgadores da avaliagdo da aceitacdo sensorial
da bebida de kefir, que ira avaliar o quanto gostou ou desgostou da amostra da
bebida apresentada durante a sesséao de avaliagao previamente agendada.

Esclarecemos que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo o (a)
senhor (a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que
isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que
suas informagOes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e seréo
tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera

remunerado(a) por sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas
decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes
especificamente de sua participagéo.

Os beneficios esperados sdo formular uma bebida, que traga beneficios a
saude de seus potenciais consumidores. Além disso, a pesquisa faz parte de uma
dissertacdo de mestrado e o seu desenvolvimento contribuird com a formacao de
recursos humanos qualificados.

Os riscos associados a ingestao de bebida Kefir s&o minimos, pois se trata de
bebida preparada de forma segura e com ingredientes seguros e de uso comum na
alimentacdo humana. Os microrganismos presentes na cultura de Kefir sao
considerados probioticos por contribuirem com o bem estar e conferir beneficios a
saude do homem/consumidor. A bebida pode apresentar um leve teor alcodlico
(inferior a 2%). A ingestdo da bebida podera causar um leve efeito laxante por se
tratar de um produto probidtico. No entanto, a quantidade ingerida durante o teste
sensorial € menor do que a dose para resultar em tal efeito. Caso ocorra qualquer
tipo de desconforto, o julgador sera prontamente atendido e amparado pelo
pesquisador responsavel. Para participar, vocé deve ser maior de dezoito anos e ser
saudavel.

Caso o(a) senhor(a) tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos
podera nos contatar (Prof? Dra. Wilma Spinosa, DCTA/UEL, wilma.spinosa@uel.br,
(43) 3371-4585 ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres



82

Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC -
Laboratorio Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail:
cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma
delas devidamente preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor(a).

Londrina, de de 2017.

Pesquisador Responsavel
RG: 001.741.393 SSP/MS
e-mail: eng.jessica.lima@gmail.com

Telefone:(43) 99138-2416

(NOME POR EXTENSO DO
SUJEITO DE PESQUISA), tendo sido devidamente esclarecido sobre os
procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa
descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data: [/ [

*Termo de Consentimento Livre Esclarecido apresentado, atendendo, conforme
normas da Resolucéo 466/2012 de 12 de dezembro de 2012.
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Apéndice C

Endaregn’ Rus Rodails Hotedussler, 755

Gy ool 15 - BERE1-007 Jareguld do o (SC) Beaad
Tal: fwiE 47 S5T3-0dcH

Momapages www. dulsrodes oot

E-mad. comersiaidunsrodeg com

ESPECIFICACAO TECNICA DO MATERIAL
13708670043 - EXTRATO DE GUARANA EM PO {SPRAY DRYER)

DESCRIGAD R .
PRODUTO CETIDG A PARTIR DA HIDROALCOOUICA DAS SEMEMTES DA PLANTA Paullinia cupana
{Sapindacese), COM POSTERIOR SEC POR PROCESSC DE ATOMIZACAC (SPRAY DRYER). DEVIDO AS

SUAS PROPRIEDADES ENERGETICAS. E IDEAL PARA USO EM VARIAS APL‘IEA‘_QCES M, INDUS TRIA ALIMENTICIA.

APLICACRAD E DOSAGEM ORIENTATIVA

PREP LIG AROMATIZADO: 200 gM00L

SUPLEMENTO HIDROELETROLICO ATLETAS: 100 gf0aL
PO PARA REFRESCO: 100 g/ 100kg

INGREDIENTES
G..l.ﬂ.ﬂ.ﬂ.rm !‘;.EMEM,TE MAL TODEXTRINA, CAFEIMA NATURAL, CONTEM aULFITD{MAKI MO} 24ppm
MAD COMTEM GL

SEMENTES
60.00 g'100g
INFORMACAD NUTRICIONAL Porgio 100,00 g
WVALOR ENERGETICO: 375, D00 kcal
CARBOIDRATOS: B5.000 g
PROTEINAS: 7.000 g
GORDURAS TOTALS: 0,500 g
GORDURAS SATURADAS: 0,000 g
GORDURAS TRANS: 0,000 g
FIERA ALIMENTAR: 0,000 g
S0O0I0: 3800 mg
CARACTERISTICAS SENSORLAIS

réncia ;. Pa Fino
ﬁhﬁe Sensonal - C‘mme

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS
Cafeina - 1,50 g/100g min.

Limidade Karl Fischer : 5,00 g'100g max.
Peso Especifics @ 0040 g'mL - 0,60 g/imil
pH:450 - 550

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
Contzgem Total de Bactérias : 10000 UFCig max.
Escherichia Coli : Ausencia

Fungos 2 Leveduras - 100 UFClg max.
Salmonela © Auséncis

VALIDADE
12 MESES

COMDICOES DE ARMAZENAMENTO, DISTRIBUIGAD E

MANTER EM LOCAL SECC E VENTILADC. EVMTTAR EXP A LUZ SOLAR. MANTER NA EMBALAGEM
ORIGINAL, SEMPRE BEM FECHAD®. PRODUTO HIGROS Ll

EMEALAGEM , .
BARRICA DE FIBRA COM EMBALAGEM PLASTICA OU SACO MULTIFOLHADC COM EMBAL AGEM PLASTICA



