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DESTRO, Taina Miranda. Kefir de agua fermentado a partir de agiicar mascavo
organico ou convencional adicionado de jabuticaba. 2017. 128p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, 2017.

RESUMO

O kefir de 4gua é considerado um alimento funcional probidtico, de facil manipulagéo
e pode ser produzido tanto em ambiente doméstico quanto industrial. A jabuticaba é
uma fruta semelhante a uva, rica em compostos fendlicos e nativa do Brasil.
Objetivou-se avaliar o efeito do aclUcar mascavo organico e convencional na
fermentacao de kefir de aguaadicionados ou ndo de polpa de jabuticaba, frente a
parametros fisico-quimicos, perfil decarboidratos, acidos organicos e composicao de
minerais. O processo fermentativo foi conduzidoem duas etapas, as primeiras 24 h
com os graos de kefir em contato com cada substrato e as 24 hposteriores com o
fermentado filtrado direto nas garrafas com tampas “flip-top”. O processo
fermentativo foi monitorado a cada 8 h totalizando 56 h de fermentacdo. Foi
realizada microscopia eletronica de varredura dos gréos de kefir decorridas 24 h de
fermentacado. As principais diferencas nos padrdes fisico quimicos ocorreram em até
40 h de fermentagéo. As bebidas finaistinham caracteristica &cida, com reducédo do
pH inicial em aproximadamente 30% para os substratos sem jabuticaba e 12% nos
com jabuticaba. Esta reducdo do pH decorre, principalmente, da producéo dos
acidos latico, acético e succinico. Os teores de aguUcares totais tiveram uma reducao
em torno de 30 % ao longodo processo, independentemente do tipo de substrato. O
teor de sacarose foi reduzido em 93% na formulagdo com acgulcar organico e com as
demais uma média de 81%. J& os teores de Glicose e Frutose aumentaram. A
utilizacdo de acucar orgéanico influenciou na composi¢cdo dos minerais no produto
final. Os teores de P, K, Cr, Ca, Mg, Na e Cr aumentaram, sendo que para os 3
primeiros houve maior aumento para as formulacées contendo aglcar convencional.
Ja os teores de Cu, Zn, Mn, S, Fe, B e Ni, foram reduzidos, tendo maior redu¢éo nos
3 primeiros, nas bebidas com acucarorganico. Os valores obtidos para as
caracteristicas relacionadas a cor apresentaram tendéncia de aumento ao longo dos
oito tempos avaliados, sendo que no periodo de 0 a 8 horas defermentacdo o
aumento foi mais pronunciado. E interessante produzir bebida fermentada por gréos
de kefir de agua utilizando como substrato aclcar mascavo organico ou
convencional e polpa de jabuticaba, como alternativa saudavel, pois substitui
bebidas processadas, como refrigerantes, apresentando vantagens por apresentar
caracteristicas de probidticos, ser sem conservantes, commenor teor de acgucares,
além de poder ser produzido artesanalmente.

Palavras-Chave:  Tibico. Nutrigdo. Cultura mista. Probio6tico. Plinia jaboticaba.



DESTRO, Taina Miranda. Water kefir fermented from organic or conventional
brown sugar and jaboticaba. 2017. 128 p. Dissertation (MSc. in Food Science) -
Department of Food Science and Technology, Londrina State University, Londrina-
PR, 2017.

ABSTRACT

Water kefir is considered a functional probiotic food, easy to handle and can be
produced in both domestic and industrial environments. Jaboticaba is a fruit similar to
grape, rich in phenolic compounds and native to Brazil. In this project, the production
of water kefir through the fermentation of organic or conventional brown sugar plus
jaboticaba pulp was studied. The fermentation process was conducted in two stages.
Scanning electron microscopy was performed on water kefir grains. During the
process were determined pH, titratable total acidity, organic acids, total soluble solids
(°Brix), sugars and color parameters. In the beverage at times 0 h and 56 h, and in
the raw materials the mineral composition was evaluated. Final beverages were
acidic. The contents of total soluble solids and sucrose decreased. The glucose and
fructose contents increased. The total sugar contents had a reduction of about 50%
throughout the process. All beverages obtained showed variation in the mineral
content during the fermentation process. In all samples evaluated, the chromium
contents were highlighted. Values obtained for color-related characteristics showed a
tendency to increase over the eight evaluated times, and in the period from O to 8
hours of fermentation the increase was more pronounced for all the characteristics.
The products without jaboticaba, presented values always superior to the products
with jaboticaba, except for the characteristic a *, where the formulation with
conventional sugar presented lower values in practically all the times of evaluation. In
general, most reactions occurred within 40 h of fermentation. It is interesting to
produce beverage fermented by water kefir grains using as substrate organic or
conventional brown sugar and jaboticaba pulp, as a healthy alternative of processed
beverages, like soft drinks.

Keywords: Tibico. Nutrition. Mixed culture. Probiotic. Plinia jaboticaba.
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1 INTRODUGCAO

As alteragbes de estilo de vida e escolhas alimentares inadequadas podem
acarretar patologias como gastrite, obstipacao, diarreia, diabetes, caries dentarias e
obesidade na populacdo (BRASIL, 2014). Um dos reflexos dessas escolhas foi o
aumento no consumo de produtos ultraprocessados de 20,8% para 25,4%, que pdde
ser observado entre 2002-2003 e 2008-2009 (MARTINS et al., 2013).

Dentre as opgOes de obtengéo de alimentos, a fermentagéo tem sido usada
como uma forma de conservacdo de alimentos, pois € um meio barato de
preservacdo, melhora a qualidade nutricional, assim como as caracteristicas
sensoriais, podendo facilitar a digestdo e absorcdo de nutrientes, além de criar
novos alimentos com a mesma matéria-prima (MARSH et al., 2014).

O crescente interesse na alimentacao voltada para a melhoria da saude tem
impulsionado o consumo dos alimentos fermentados. Produzidos principalmente por
meio de processos fermentativos, produtos a base de leite abrangiam 43% do
mercado de bebidas funcionais em 2014. Englobado neste, o mercado probidtico é
um setor em expanséo na industria de alimentos, com aumento de 1,5 vezes entre
2003 e 2010 no mundo (MARSH et al., 2014). Este mercado valia US$ 62.6 bilhdes
em 2014, e a previsdo é de que aumente para US$ 96 bilhdes em 2020
(TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 2015).

Nesse contexto, o desenvolvimento de bebidas probidticas ndo lacteas é
particularmente atraente, devido a auséncia de alérgenos lacteos, de lactose, de
colesterol e por serem aceitas por vegetarianos estritos (veganos). Tem havido
pesquisas a partir de uma variedade de substratos, incluindo extrato de soja,
cereais, vegetais e sucos de frutas. O desenvolvimento de tais produtos pode
contribuir para possibilitar melhores escolhas alimentares ao invés da adocédo de
dietas mondétonas, homogeneizadas e processadas, que podem ser descritas como
ricas em pao branco, agucar e leite (MORRIS et al., 2016).

Dentre as bebidas fermentadas néo lacteas, o kefir de agua apresenta-se
como uma interessante opg¢do, com a vantagem de ser de baixo custo, seguro e livre
de efeitos colaterais negativos (ALSAYADI et al.,, 2013; FIORDA et al., 2016;
MARSH et al.,2014).

O acucar mascavo € o principal substrato utilizado para a fermentacédo do

kefir de agua. Considerando que alimentos organicos apresentam um maior valor
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nutricional, comparados com o0s provenientes de cultivo convencional, além de
serem isentos de agrotoxicos (BORGUINI; TORRES, 2006), nesta dissertacao foi
utilizado aglcar mascavo organico e aglcar mascavo convencional, provenientes da
mesma regido geografica e processados na mesma inddstria, com o intuito de
comparar estas qualidades.

Como opcéo para diversificacdo e enriquecimento nutricional, € possivel
utilizar outros ingredientes para a confeccao do kefir de agua. Dentre estes, as frutas
fornecem perspectivas promissoras, pois acrescentam nutrientes (vitaminas, fibras
etc.), sabor e cor. A jabuticaba, brasileira de origem, foi eleita em carater inédito para
ser avaliada no presente trabalho.

Espera-se com esta pesquisa contribuir para o desenvolvimento de uma
bebida que possa ser reproduzida em ambiente doméstico, com reduzido teor de
acucares, baixo custo, com caracteristicas de um alimento funcional, e que pode ser

um substituto de refrigerantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar o efeito do acUcar mascavo organico e convencional na

fermentacao de kefir de &gua adicionados ou ndo de polpa de jabuticaba.

2.2 Objetivos Especificos

e Elaborar bebidas fermentadas por graos de kefir de agua, utilizando
acUcar mascavo organico ou acucar mascavo obtido de modo
convencional, e polpa de jabuticaba.

e Monitorar as etapas do processo fermentativo por meio dos parametros
fisico-quimicos (pH, acidez total titulavel, solidos solaveis totais), cor, e
avaliar o perfil de carboidratos e de acidos organicos ao longo das
etapas de fermentacéo;

e Determinar a presenca de minerais nas matérias-primas e nas
formulagdes no tempo inicial e final e;

e Obter imagens dos graos de kefir coletados a partir das formulagdes,
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV).



15

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Kefir de leite e kefir de agua

Kefir € uma palavra derivada de Keif ou kef, que teve origem na Turquia e
significa “bem-estar”. E uma cultura starter em um sistema de sinergismo
denominado de mutualismo, onde a eficiéncia global do conjunto de microrganismos
é otimizada (ANFITEATRO, 2000). Essa interagéo fica evidenciada quando se nota
que as culturas puras, quando isoladas, ndo se desenvolvem, ou tém uma
diminuicdo em sua bioatividade (MONTANUCI, 2010). A simbiose se da pelo fato do
crescimento das leveduras ocorrer apés a acidificacdo do meio pelas bactérias, que
por sua vez, tém o crescimento estimulado pela producédo de fatores de crescimento
(vitaminas) e compostos nitrogenados sollveis por parte das leveduras (MONAR et
al., 2014).

A simbiose entre bactérias do &cido latico (BAL) e leveduras também ocorre
na fermentagcdo de outras bebidas tradicionais, como Shubat, a partir de leite de
camelo, e gari e cauim, a partir da mandioca (MAGALHAES et al., 2010).

Existem dois tipos principais distintos de kefir. O mais utilizado, conhecido e
estudado, é o kefir onde se utiliza leite como substrato, e o segundo é o kefir de
agua. O primeiro tem origem estimada em 2000 AEC (Antes da Era Comum), com
pastores das montanhas do Caucaso, e seu uso foi difundido para outras regides
apos chegar a Ruassia em 1908. As bactérias e leveduras que compdem os graos de
kefir estdo contidas em um polissacarideo conhecido como kefiran e uma matriz
protéica. Esses microrganismos sdo responsaveis pela fermentacédo acido-alcodlica
do leite, produzindo um produto lacteo fermentado com efeitos benéficos a saude, o
gue contribuiu significativamente para o aumento do consumo. Comercialmente, é
encontrado em paises como Russia, Turquia, Estados Unidos da América (EUA),
Canada e Franca. A bebida tem sido um sucesso, ganhando popularidade em
diversas localidades no mundo, com o mercado anual estimado em 78,7 milhdes de
euros apenas nos EUA (MARSH et al.,, 2014). Kefir é bastante explorado,
especialmente, no leste europeu. Por exemplo, na Russia, o de leite bovino é
processado por industrias lacteas, tais como a Danone (“Activia Kefir’ e “Danone

Kefir’), a Samaralakto (“BioBalance”, “Prostokvashino” e “Dr. Brandt”), a
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Ufamolagroprom (Veselyi molochnik) e Lianozovo (“Domik v derevne”) (ENIKEEV,
2012).

O kefir de leite tem sido estudado no ocidente desde o século passado e suas
aplicacbes em diferentes areas geraram pedidos de patentes. A primeira foi
adquirida na Inglaterra em 1899. Posteriormente, em 2011, Japao, Russia, Coréia do
Sul, EUA, China, Inglaterra e Brasil possuiam 86, 58, 20, 20, 17, 12 e 8 patentes,
respectivamente. Dentre essas, 49,22% eram destinadas a industria de alimentos e
26,63% para a industria farmacéutica (farmacos e cosméticos), havendo também
ocorréncia na area de agronomia, veterinaria e processos quimicos (MACHADO et
al., 2012).

Instrucdo Normativa n°® 46, de 23 de outubro de 2007 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2007) dispde sobrea Inspecédo
Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal, adotando Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, onde, entre outras

particularidades referentes ao produto, entende-se por Kefir:

[...] produtos obtidos através da fermentacdo de Ileite,
adicionados ou ndo de outras substancias alimenticias, obtidas
por coagulacédo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou nao de outros produtos lacteos, por fermentacao
latica mediante acdo de cultivos de microorganismos
especificos. Estes microorganismos especificos devem ser
viadveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo
de validade, cuja fermentacdo se realiza com cultivos acido-
laticos elaborados com gréos de Kefir, Lactobacillus kefir,
espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter
com producéo de acido latico, etanol e dioxido de carbono. Os
graos de Kefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras de
lactose  (Kluyveromyces marxianus) e leveduras né&o
fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus e
Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp. e Streptococcus
salivarius subsp. Thermophilus.

Os gréos de kefir de agua sao bastante semelhantes aos graos de kefir de
leite em termos de estrutura, sendo que as bactérias e leveduras que compdem 0s
graos de kefir de agua estdo contidas em um polissacarideo conhecido como
dextran. Os grados sdo também conhecidos como tibi, tibicos, kefir de agucar,
abelhas da Califérnia, abelhas Africanas, balsamo de Gilead, fermentado de cerveja,

Bébés, sementes de cerveja japonesa, cristais tibetanos, graos de kefir agucarados,
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graos do profeta, entre outros, o kefir de agua tem sua origem incerta. A primeira
descrigao cientifica foi dos “graos de cerveja de gengibre”, publicada por Ward em
1892, os quais foram utilizados por soldados britanicos na Guerra da Criméia em
1855. Em 1899, Lutz descreveu os graos denominados “tibi”, originarios do México,
como granulos fermentados a partir da seiva do cactus Opuntia e foram recolhidos
das folhas da planta, muito comum na regido. Tradicionalmente, os graos fermentam
agua adocada, aos quais figos e limdo sdo adicionados para acrescentar sabor e
nutrientes (FIORDA et al.,, 2017; HORISBERGER, 1969; MARSH et al.,, 2014;
MIGUEL et al., 2011; PIDOUX, 1989; STADIE et al., 2013; WALDHERR et al., 2010).
Ja foram realizadas pesquisas utilizando varios vegetais e sucos de frutas, tais
como: soja, cebola, gengibre, cenoura, maca, abacaxi, uva, marmelo, kiwi, pera,
mel&o, morango, rom&, tomate e coco (CORONA et al.,, 2016; FERNANDES et al,
2017; RANDAZZO et al., 2016).

Os paises com maior consumo de kefir de agua incluem os EUA, México e
Canada, na América do Norte; Japdo, Tailandia e Malasia, na Asia; Franca, Grécia,
Turquia, Roménia, RuUssia, Reino Unido, Holanda, Noruega, Suécia, Espanha e
Portugal, na Europa; e Brasil, Chile, Peru e Argentina, na América Latina (FIORDA
et al., 2017).

3.1.1 Propriedades benéficas do kefir de agua

A literatura vem relatando as propriedades benéficas de alimentos funcionais
fermentados, como o kefir de agua, em virtude da interacdo da microbiota viva
ingerida (efeito probidtico) e dos metabdlitos bioativos formados durante a
fermentacao (efeito biogénico), como, por exemplo, vitaminas, peptideos, &cidos
organicos e acidos graxos (STANTON et al., 2005).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), define
alimento funcional como todo aquele alimento ou ingrediente que, além das funcdes
nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabolicos e/ou fisiologicos benéficos a saude (reducédo dos riscos de doencas
cronicas nao transmissiveis), devendo ser seguro para 0 cONSUMO Sem Supervisao
médica. Como conceito de propriedade funcional, alega-se que: “é aquela relativa ao
papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,

desenvolvimento, manutengéo e outras fungées normais do organismo humano”. As
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Resolucdes n° 18 e 19, de 30 de abril de 1999 da ANVISA estabelecem as diretrizes
basicas para analise e comprovacdo de propriedades funcionais e ou de saude
alegadas em rotulagem de alimentos. Entre os alimentos funcionais e compostos
ativos reconhecidos, podem ser citados:os &cidos graxos O0mega-3, as fibras
vegetais, licopeno, luteina, zeaxantina, resveratrol, carotenoides, flavonoides,
fosfolipidios, organossulfurados, polifendis, fitoesterdis, quitosana, psilium,
prebioticos e os probidticos (BRASIL, 2013).

O desenvolvimento de alimentos funcionais requer pesquisa interdisciplinar e
a colaboracao entre cientistas da academia e da indastria. Por ser um campo do
conhecimento em expansao, a area de alimentos funcionais esta sendo valorizada
pelos profissionais tanto da area de alimentos quanto de outras areas relacionadas,
como: saude, quimica, entre outras, e seus resultados sao rapidamente apropriados
pela sociedade (TOMAEL et al., 2007).

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida”. Probidticos sao
microrganismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro/individuo (FAO/WHO, 2006). Para
exercerem sua eficacia, devem atender a certos critérios, entre eles: ter origem de
alimentos, da microbiota indigena humana, ou outra, desde que a seguranca seja
comprovadapor meio de estudos de toxicidade e mutagenicidade;auséncia de
patogenicidade, viruléncia, efeitos adversos, riscos a saude; além de resisténcia a
antibiéticos; resisténcia aos processos tecnoldgicos, adesao aos tecidos epiteliais,
estabilidade na presenca de acido e bile, capacidade de persistir no ambiente
gastrointestinal, de influenciar atividades metabdlicas, modulando o sistema
imunoldgico; demonstrar efeito em humanos que podem ser alegados como tendo
propriedade funcional ou de saude; ter a/as espécie/s e linhagen/s identificada/s;
possuir a quantidade minima sugerida para obtencdo do beneficio. Algumas
exigéncias adicionais podem ser requeridas no caso de linhagens destinadas as
criangas menores de trés anos e gestantes, inclusive envolvendo andlise de
parametros de crescimento e dedesenvolvimento (COSTA; ROSA, 2010; BRASIL,
2018a).

A efetividade de um probiotico depende da sua classe (presenca de diferentes
linhagens de microrganismos), da dose e do tipo de alimentac&o, principalmente
(KANDASAMY et al., 2017).
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Por meio da pesquisa, ha evidéncias de que as propriedades e
funcionalidades dos microrganismos vivos nos alimentos tém demonstrado que 0s
probidticos desempenham um papel importante nas fun¢des imunolégica, digestiva e
respiratéria. Como reflexo, ocorreu crescente interesse por parte dos consumidores,
dos profissionais de saude e comerciantes — com aumento do nimero e tipos de
alimentos probioticos e bebidas disponiveis (FAO/WHO, 2006).

Ao considerar os alimentos com acao probidtica, vale salientar que metade do
peso umido do material colénico deve-se a presenca de células bacterianas, cujo
namero excede 10 vezes a quantidade de células dos tecidos que formam o corpo
humano. Isso € consequéncia da presenca de quase 500 espécies de
microrganismos no trato digestorio em um individuo, que competem continuamente
por sobrevivéncia e mantém um equilibrio que confere protecdo ao organismo do
hospedeiro. Esse equilibrio, porém, pode ser desfeito, por exemplo, por meio da
dieta, infeccbes intestinais, tratamento com antibiéticos, quimioterapia ou situacdes
de estresse (COSTA; ROSA, 2010).

Os probidticos podem ser recomendados tanto para situacdes envolvendo
desequilibriosno microbioma ou disbiose no trato gastrointestinal, como obstipacao,
diarréias causadas por patdégenos, infeccdo por Helicobacter pylori, e doencas
inflamatorias, como por exemplo, colites e doenca de Crohn, quanto fora do trato
gastrointestinal, como doencas cardiovasculares, urogenitais, obesidade e alergia.
Porém, deve-se redobrar a atencdo em pessoas que apresentam um risco
aumentando de sofrer efeitos adversos, tais como aqueles com comprometimento
imunologico, bebés prematuros, pacientes com sindrome do intestino irritavel,
aqueles com cateteres venosos centrais e pacientes com doenca valvar cardiaca
(DORON;SNYDMAN, 2015; VANDENPLAS; HUYS,; DAUBE, 2015;
GUERGOLETTO; MAURO; GARCIA, 2017).

Além desses fatores, vale ressaltar a questdo levantada pela hipotese da
higiene, descrita em 1989, a qual alega que, apesar do aumento nos cuidados de
higiene terem permitido reflexos na qualidade de vida, como a reducdo da
mortalidade infantil e expansdo da expectativa de vida, ambientes muito limpos
resultaram no aumento de doencas como alergias e asma. De acordo com essa
conjectura, é Iimportante que nosso sistema imunolégico seja constante e

apropriadamente desafiado pela exposicdo a microrganismos nao patogénicos
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(FORSYTHE, 2013; LAMBRECHT; HAMMAD, 2017). O consumo de kefir de agua é
uma opcéao de produto com essa funcao.

Apesar de alimentos tradicionais fermentados por meio de culturas mistas,
como o kefir de 4gua, ndo serem considerados probiéticos, devido ao requerimento
de comprovacdo do atendimento a uma gama de critérios, e por ser necessario
conhecer 0s géneros e, se possivel, as espécies das estirpes probioticas, essas
informacfes sao Uteis para o trabalho envolvido na avaliacdo cientifica durante a
produgdo de um novo alimento (FAO/WHO, 2006). Nesse sentido, importantes
bioatividades foram associadas ao consumo do kefir de agua, como atividades
antimicrobianas, antiedematogénicas, antiinflamatorias, antioxidantes, cicatrizantes e
curativas (FIORDA et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram a presenca de bifidobactérias em amostras
de kefir de 4gua. Estas bactérias sdo amplamente conhecidas por sua participacao
na sintese de vitaminas do complexo B e vitamina K no intestino. Isso, por sua vez,
protege o corpo das deficiéncias de nutrientes de importancia vital, necessarias para
melhorar a saude 6ssea, prevenir fraturas e reduzir o risco de hemorragia associada
ao uso de antibidticos em longo prazo. As bifidobactérias também aumentam as
populacdes de organismos associados a diminuicdo das concentracfes fecais de
bactérias potencialmente patogénicas e a diminuicdo dos niveis de compostos
cancerigenos e putrefativos no sistema digestério. Portanto, o consumo de uma
bebida de kefir de 4gua, pode ser ligado a caracteristicas funcionais derivadas do
metabolismo dos probidticos presentes neles (FIORDA et al., 2017; LAUREYS et al.,
2016; LAUREYS; DE VUYST, 2014; LIU et al., 2006).

Dependendo do método de cultivo e da fonte do indculo dos gréos de kefir, o
produto final vai ter caracteristicas diferenciadas em diversos aspectos, tais como: o
crescimento do grdo de kefir de agua, as contagens dos microrganismos, o tempo
até o esgotamento total de carboidratos presentes nos substratos, as concentracdes
finais de metabolitos e a diversidade de espécies microbianas (LAUREYS et al.,
2017; LAUREYS; DE VUYST, 2017).

3.1.2 Microbiota do kefir

A composicdo da populagdo microbiana pode variar em funcdo de fatores
como: origem dos graos, substratos e métodos de cultivo usados (MARSH et al.,
2014; PIDOUX, 1989). Ha predominancia de bactérias do acido latico (BAL) e uma
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menor quantidade de bactérias do acido acético (BAA), que combinadas,
representam uma proporcédo de 2 a 10 vezes em relacdo as células de leveduras
(LAUREYS, DE VUYST, 2014). Laureys e de Vuyst (2017), ao trabalhar com trés
fontes diferentes de kefir de agua, observaram que havia diferenca relativa na
quantidade de leveduras e bactérias, mas a razao entre elas era constante nos
graos.

Na Tabela 1 encontra-se um resumo das bactérias ja isoladas de kefir de
dgua e de leite. As BAL, apesar de constituir um grupo bastante heteregéneo,
possuem em comum as seguintes caracteristicas: sdo Gram-positivas, nao
esporuladas, catalase negativas, iméveis e fermentam carboidratos a compostos
como acido lactico, acido acético, alcool e dioxido de carbono. Também ocorre a
formacao de peptideos com acado bioativa de bacteriocinas. Preferem condi¢des
microaerdfilas, porém, sdo aerotolerantes, portanto, anaerdbicos facultativos.
Produzem enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que transformam os
nutrientes fundamentais dos alimentos em compostos com importantes propriedades
sensoriais. Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella sdo considerados os principais géneros. Alguns beneficios
a saude relacionados as BAL sdo: inibicdo de patdgenos e estimulo do sistema
imune, tratamento de intolerancia a lactose e diarreias (MONAR et al., 2014;
MOTTA; GOMES, 2015; SILVA et al., 2009).

A producéo do &cido latico pelas BAL pode gerar energia para as mesmas por
meio da via homofermentativa, sendo o AL (&cido latico) o principal metabdlito
resultante, ou heterofermentativa, onde além do AL, outros produtos séao
sintetizados. Os integrantes desse gupo séo frequentemente associados ao preparo
de alimentos fermentados, como iogurtes, queijos, leites, pdes, manteiga, vinhos,
carnes, embutidos, picles, vegetais, silagem e outros. Além disso, sdo comumente
encontrados em diversos nichos, desde as plantas até o trato gastrointestinal dos
animais. Dentre esses membros das BAL, o Lactococcus lactis é considerado como
modelo no estudo das mesmas. Novas aplicagbes das BAL sdo atualmente
exploradas em pesquisas para a produgdo de proteinas de interesse biotecnologico,
enzimas, como as lipases, vacinas orais etc. (AZEVEDO; MIYOSHI, 2004).

As BAA pertencem a familia Acetobacteraceae, sdo estritamente aerobias,

Gram-negativas, catalase positivas e possuem a forma de bastonetes, podendo
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ocorrer de forma Unica, em pares ou em cadeias. Sdo também mesdfilas e seu
crescimento 6timo esta situado entre 25 e 30 °C. Oxidam etanol ou acucar (glicose)
a acidos organicos correspondentes, tais como acido acético e acido glucbnico, na
presenca de oxigénio (CHEN et al., 2013).
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Tabela 1 - Resumo das bactérias isoladas de kefir de agua e de leite.

Bactérias Kefir de dgua Kefir de leite L
Referéncias
Género Espécies Espécies
LAUREYS et al., 2016;
BOURRIE; WILLING;
COTTER, 2016;
A. fabarium, A. lovaniensis, GAROFALO etal., 2015;
Acetobacter A. lovaniensis, A. orientalis, KORSAK etal,, 2015; L
A. orientali A. sicerae etal, 2014; MARSH et
al., 2013; GAO et al.,
2013; GULITZ et al.,
2013, 2011;
MAGALHAES et al., 2010
B. breve, B. LAUREYS et al., 2016;
- . o choerinum, VUYST et al., 2016;
Bifidobacterium B. aquikefiri B. longum, MARSH et al., 2013:

B. pseudolongum

DOBSON etal., 2011

Lactobacillus

L. brevis, L. buchneri, L.
casei,
L. casei subsp. casei,

L. casei subsp. rhamnosus,
L. collinoides L. diolivorans,
L. fermentum, L.
fructiovorans,

L. harbinensis, L. hilgardii,

L. hordeii, L. kefiranofaciens,

L. kefiri, L. lactis, L. mali,
L. nagelli, L. parabuchneri
L. paracasei, L.
parafarraginis,

L. perolens, L. plantarum,
L. rhamnosus,

L. satsumensi

L. acidophilus, L.
brevis,

L. buchneri, L. casei
subsp.
pseudoplantarum,
L. crispatus, L. curvatis
L. delbrueckii, L.
fermentum,

L. helveticus, L.
gassetri,

L. garvieae, L.
instestinalis,

L. kefiranofaciens,
L. kefiri, L.
kefirgranum,

L. otakiensis, L.
paracasei,

L. parakefir, L.
parabuchneri,

L. plantarum,

L. rhamnosus, L. sake,
L. satsumensis

LAUREYS:; VUYST,
2017;

FIORDA et al., 2016;
BOURRIE; WILLING;
COTTER, 20186;
LAUREYS et al., 2016;
ZANIRATI et al., 2015;
GULITZ et al. 2013;
2011; KESMEN,
KACMAZ, 2011;
MAGALHAES et al. 2010;
SABIR et al., 2010;
WALDHERR et al., 2010;
CHEN; WANG; CHEN;
2008;
WITTHUHN;
SCHOEMAN:; BRITZ,
2004; SIMOVA et al.,
2002; GARROTE;
ABRAHAM;
ANTONI,2001; GALLI et
al., 1995; PIDOUX, 1989:

L. sunkii, L MOINAS;
vi.ridescéns. HORISBERGER;
BAUER,1980

Leuconostoc

L. citreum, L. mesenteroides

L. mesenteroides,
L.
pseudomesenteroides

FIORDA et al., 2016;
BOURRIE; WILLING;
COTTER, 2016; GAO et
al., 2013; GULITZ et al.,
2013; 2011; KESMEN,
KACMAZ 2011;

: SABIR et al., 2010;
MAGALHAES et al.,
2010; WALDHERR et al.,
2010;
GARROTE; ABRAHAM;
ANTONI, 2001
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BOURRIE; WILLING;
COTTER, 2016; GAO et
al, 2013,

L. cremoris, L. MAGALHAES et al.,
Lactococcus garvieae, 2011, KESMEN,

L. lactis, L. raffinolactis KACMAZ, 2011; SABIR
et al., 2010;
YUKSEKDAG; BEYATLI;
ASLIM, 2004

P. acidilactici, P.

claussenil NALBANTOGLU et al,
Pediococcus P. damnosus, P. 2014
dextrinicus, '

P. halophilus, P. loli, SABIR et al., 2010

P. pentosaceus

GAO et al, 2013;
KESMEN, KACMAZ,
2011; CHEN; WANG;

CHEN; 2008;
YUKSEKDAG; BEYATLI;
ASLIM,2004; SIMOVA et

al., 2002

S. durans, S.

Streptococcus thermophilus

Acinetobacter,
Bifidobacterium
psychraerophilum, Dekkera
anomala, Dekkera
bruxellensis,
Dysgonomonas,
Enterobacter hormachei,
Outras espécies | Gluconacetobacter,
Gluconobacter frateuri,
Lysinibacillus sphaericus,
Oenococcus kitaharae,
Oenococcus oeni,
Pelomonas, Pseudomonas,
Shewanella, Weissella,
Zymomonas

FIORDA et al., 2016;
ZANIRATI et al., 2015;
NALBANTOGLU et al.,

2014;

GULITZ et al., 2013;
MARSH et al., 2013;
GAO et al., 2013;
WALDHERR et al., 2010

Fonte: Adaptado pela prépria autora.

As BAA desempenham um importante papel na producdo de alimentos e
bebidas, como vinagre e Kombucha, mas podem ser deteriorantes em outros
alimentos como vinho, cerveja e frutas. Também s&o utilizadas na producdo de
outros compostos, tais como: acido gluconico, sorbose e celulose bacteriana
(RASPOR; GORANOVIC, 2008). As espécies pertencentes aos géneros
Acetobacter, Gluconobacter e Gluconacetobacter (atualmente denominado
Komagataeibacter), sdo as principais responsaveis pela produgéo de vinagre devido
a alta capacidade em oxidar o etanol a acido acético (GOMES, 2017; YETIMAN;
KESMEN, 2015).
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As leveduras sdo fungos unicelulares, incluindo ascomicetos, basidiomicetos
e deuteromicetos (fungos imperfeitos). Apresentam reproducdo assexuada por
brotamento ou gemulagéo, com alta diversidade fisiolégica, sdo quimioheterotroficas,
obtendo sua energia a partir de compostos organicos, abrangendo uma ampla gama
de fontes de carbono, incluindo carboidratos (mais importante em termos de serem
aplicadas biotecnologicamente), alcoois, acidos organicos, aminoéacidos, n-alcanos e
lipidios. Entre os monossacarideos, o metabolismo das hexoses (glicose, frutose,
manose) é realizado principalmente pela via glicolitica. A utilizacdo de galactose
exige a acdo do caminho de Leloir. A utlizagdo de pentose € restrita
taxonomicamente e requer atividades de xilose redutase, xilitol desidrogenase,
xiluloguinase e a via da pentose-fosfato. A utilizacdo de oligossacarideos e
polissacarideos € iniciada por hidrolise para disponibilizar seus componentes
monossacarideos e a expressdo das hidrolases apropriadas pode também ser
taxonomicamente restrita (QUEROL; FLEET, 2006).

O piruvato formado pela glicolise pode ser fermentado para etanol ou ser
oxidado em COz2 pelo ciclo do &cido citrico. Em ambos os casos, o NADH produzido
pela glicolise é reoxidado para NAD*. Na fermentagdo, o piruvato & clivado em
acetaldeido e CO:2 pela piruvato descarboxilase. O acetaldeido entdo formado é
reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase. O acetaldeido também é
utiizado na producdo de acetil-coenzima A (ACoA), que é utlizada para a
biossintese de lipidios e aminoacidos. Portanto sdo aptas a serem utilizadas em uma
vasta gama de produtos (QUEROL; FLEET, 2006).

Enquanto as leveduras compreendem menos de 0,1% da microbiota
intestinal, sdo 10 vezes maiores do que os procariotas e podem, assim, impedir a
colonizacdo de bactérias patogénicas. A levedura Saccharomyces cerevisiae,
comum nos graos de kefir, estd associada com a producdo de vitaminas do
complexo B e alguns aminoacidos. Saccharomyces boulardii € uma levedura
reconhecidamente probidtica (MARSH et al., 2014; MONAR et al., 2014).

O principal mecanismo de acdo da S. boulardii € a sua capacidade de
interferir com a colonizagdo da mucosa pelos patdgenos, prevenindo a infeccao.
Age, também, regulando a homeostase microbiana intestinal, modulando as
respostas imunes humorais locais e sistémicas, estabilizando a funcédo da barreira
gastrointestinal e induzindo a atividade enzimatica, favorecendo a absorcéo e a

nutricdo (TOMICIC et al., 2016). Estudos em camundongos apontam que esta
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protege contra toxinas de Clostridium difficile e contra infeccbes por E. coli,
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri (COPPOLA; TURNES, 2004). Portanto,
seu consumo é adequado para a maioria da populacdo. Porém, ha casos raros
relatados de infecgBes sistémicas, atividades metabdlicas deletérias, excessivo
estimulo imune, efeitos colaterais gastrointestinais, assim como transferéncia génica
(DORON; SNYDMAN, 2015). Portanto, em pacientes de risco, estes devem ter
acompanhamento clinico e uso de planilha de monitoramento dos dados de
seguranca (SNYDMAN, 2008).

Leveduras e produtos derivados destas tém sido utilizadas pela industria de
alimentos e continua a ser uma area em rapido crescimento, com foco recente na
melhoria da sadude humana, por meio de seu potencial nutracéutico. Apresentam
como produtos vitaminas, esterois, carotenoides, lipidios, enzimas, acidos nucléicos,
polissacarideos, além dos compostos quimica, fisica ou enzimaticamente
modificados. Como derivados dos componentes das células de levedura encontram-
se as proteinas modificadas quimicamente (aciladas, enzimas fosforiladas,
encapsuladas, imobilizadas), fisicamente (parcialmente desnaturas ou texturizadas),
enzimaticamente, parcialmente digeridas por tratamento acido ou enzimético (com
aminoacidos, nucleotideos e nucleosideos ligados covalentemente). Além de
substancias aromatizantes, substitutos de sal ou saborizantes. Na Tabela 2
encontra-se um resumo das leveduras ja isoladas de kefir de agua e de leite.

Quanto a identificacdo de microrganismos, acreditava-se que menos de 1 %
poderiam ser cultivados em meios especificos em condi¢cdes laboratoriais
(HUGENHOLTZ, 2013). Portanto, ao se identificar a presenca de microrganismos
apenas a partir de culturas cultivaveis, geralmente varias espécies podem ser
excluidas. A identificacdo, com base em técnicas moleculares, tem sido realizada,
ha mais de 40 anos, baseada, por exemplo, em sequéncias do gene 16S rRNA, em
nivel de género, ou até de espécies. Diversos métodos podem ser empregados em
conjunto para aumentar o poder discriminatorio, como a hibridizacdo DNA-DNA, o
sequenciamento de genes codificadores de proteinas e alguns parametros
taxondmicos especificos. Atualmente, métodos menos laboriosos, que utilizam
técnicas de DNA-fingerprinting, baseados na reacéo da cadeia da polimerase (PCR),
como a amplificagdo de elementos repetitivos do DNA bacteriano (rep-PCR),
destacando a (GTG)5-PCR, gera um padréao de bandas de alta complexidade, sendo

rapida e reprodutivel para a distincdo de espécies, subespécies e até linhagens
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(FELIS; DELLAGLIO, 2007; GEVERS; HUYS; SWINGS, 2001; LEWIS et al., 2010;
RUIZ et al., 2000).



Tabela 2- Resumo das leveduras isoladas de kefir de agua e de leite.
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Leveduras Kefir de dgua Kefir de leite
Referéncias
Género Espécies Espécies
Candida C. kefir C. iconspicua, C. kefir, | WITTHUHN; SCHOEMAN;
C. lipolytica C. krusei, C. lambica, BRITZ, 2005, 2004;
C. valida C. maris, C. valida SIMOVA et al., 2002;
PIDOUX, 1989
Sacharomyces S. bayanus, S. cerevisiae, LAUREYS; VUYST, 2017;
S. cerevisiae, S. turicensis NCBI, 2017; FIORDA et
S. florentinus, al., 2016;
S. pretoriensis LAUREYS et al., 2016;
GULITZ et al., 2013, 2011;
PUERARI; MAGALHAES;
SCHWAN, 2012;
MAGALHAES et al., 2010;
WALDHERR et al, 2010;
WANG et al., 2008;
SIMOVA et al., 2002;
GALLl et al.,, 1995
Pichia P. kudriavzevii, P. fermentans FIORDA et al., 2016,
P. membranifaciens WANG et al., 2008
Lanchancea L. fermentati, L. meyercii NCBI, 2017,
L. meyercii FIORDA et al., 2016;
GULITZ et al 2011;
MAGALHAES et al., 2011;
MAGALHAES et al., 2010,
Kluyveromyces K. lactis, K. lactis PUERARI; MAGALHAES;
K. marxianus SCHWAN, 2012;
MAGALHAES et al., 2011,
2010; WANG et al., 2008;
GARROTE; ABRAHAM;
ANTONI,2001
Kazachstania K. aerobia, PUERARI; MAGALHAES;
K. unispora SCHWAN, 2012;
MAGALHAES et al., 2010
Hanseniaspora H. uvarum, FIORDA et al., 2016;
H. yalbyensis GULITZ et al., 2011;
FRANZETTI et al., 1998
Outras Dekkera bruxellensis, Cryptococcus LAUREYS; VUYST, 2017;
espécies Issatchenki humicolus, NCBI, 2017;
aorientalis, Geotrichum FIORDA et al., 2016;
Torulaspora, candidium, LAUREYS et al., 2016;
Zygosaccharomyces Zygosaccharomyces GULITZ et al 2011;
fermentati, fermentati WITTHUHN; SCHOEMAN,;
Zygotorulaspora BRITZ, 2005; NEVE,
florentina HELLER, 2002

Fonte: Adaptado pela propria autora.

Estudos usando técnicas moleculares, como, por exemplo, Denaturing

Gradient Gel Eletrophoresis (DGGE), Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
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(ARDRA) e metagenbmica, levaram a grandes avancos na compreensao da
diversidade de leveduras e bactérias durante a fermentacdo do kefir de agua
(FIORDA et al., 2017).

Por meio de analises baseadas em sequenciamento genético independente
das culturas, de amostras coletadas do Reino Unido, Canada e EUA, um projeto
inscrito no National Center for Biotechnology Information revela que a porcao
bacteriana de cada kefir de agua e seus respectivos grdos foi dominada por
Zymomonas, uma bactéria produtora de etanol, que néo foi detectada em tal escala
anteriormente. Os outros géneros detectados foram representantes das BAL:
Lactobacillus (presentes consistentemente em niveis consideraveis) e Leuconostoc;
e as BAA: Acetobacter e Gluconacetobacter (presentes em baixas concentracdes).
Na analise do componente fungico foi estabelecido que era composto pelos géneros
Dekkera, Hanseniaspora, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Torulasporae e
Lachancea (NCBI, 2017).

3.1.3 Graos de kefir de agua

Os graos de kefir geralmente ndo sao comercializados no Brasil. Seu uso é
difundido por meio de doacdo de pessoa a pessoa ou via correio. S&0 compostos
por uma matriz insolivel de exopolissacarideos (EPS) sintetizada por meio de
enzimas extracelulares denominadas glicosiltransferases, que é constituida
principalmente por com liga¢des glicosidicas a 1-6, chamado dextran — analogo ao
kefiran produzido na cultura de kefir cultivada no leite. Eimportante na formag&o dos
graos, pois mantém unidas bactérias com as leveduras. O EPS é produzido pelas
BAL, especialmente o Lactobacillus hilgardii, quetambém esta presente na
fermentacao de vinhos e de cacau (LAUREYS; VUYST, 2014; MONAR et al., 2014).

Pesquisas indicam que L. casei, L. hordei, Lactobacillus nagelii, L. hilgardii, L.
mesenteroides, L. kefiranofaciens e L. satsumensis foram capazes de produzir EPS
tendo sacarose como fonte (GULITZ et al., 2011; PAIVA et al., 2016). A producéo de
EPS por BAA também pode ocorrer, como as dos géneros Komagataeibactere
Gluconacetobacter e € detectada pela formagdo de uma pelicula gelatinosa
produzida sobre a superficie de meios liquidos, quando cultivadas em condicdes
estéticas, ou pelo surgimento de massas esféricas e/ou irregulares, de até 10 mm de
tamanho, sob cultivo em condic¢des agitadas (GU; CATCHMARK, 2012).
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Na industria de alimentos, que inclui fermentacbes em seus processos, é
interessante que haja imobilizacdo dos microrganismos envolvidos, para aumentar a
eficiéncia, com vantagens incluindo: aumento das taxas de reagdo devido a
separacdo facil das células microbianas no final da etapa de fermentagéo, altas
concentracfes de células, operacdo mais facil em modo continuo e separacgéao facil
das células microbianas no final da etapa de fermentacdo (QUEROL; FLEET, 2006).
Os gréos de kefir formam uma associacdo natural e estavel entre as diferentes
linhagens, que ndo é perdida pela falta de condicbes de cultura assépticas, e é
naturalmente uma matriz de fixagdo para 0s microrganismos presentes realizarem a
fermentacdo (PIDOUX, 1989). Em outras palavras, o EPS mantém a estrutura que
une as bactérias e leveduras, formando o grdo, sendo que a maioria desses
microorganismos esté presente nos graos (LAUREYS; de VUYST, 2017).

Pidoux e colaboradores (1992) sugerem que o polissacarideo pode ser usado
como agente de gelificacdo e Waldherre e colaboradores (2010) afirmam que a alta
producdo de glucanas oferece muitas aplicagdes industriais na area de alimentos e
biotecnologia. Paiva e colaboradores (2016) citam seu uso como espessantes,
estabilizantes, agentes gelificantes, sendo que alguns biopolimeros séo
considerados como promotores de saude, devido ao seu papel como prebidticos e
suas propriedades imunomoduladoras. Stulp, Gnas e Clemente (2014) utilizaram
grdos de kefir como revestimento comestivel para prolongar a conservagdo e
qualidade nutricional de mirtilo. Outros usos possiveis de dextrans sdo em
processos de chapeamento papel e metais, na recuperacdo melhorada de dleo,
como estabilizadores de xarope de alimentos e melhoradores de massa (DE VUYST
et al., 2001).

Os graos sao translucidos, gelatinosos, de tamanho irregular (Figura 1),
possuem diametro médio de 3 a 35 mm e tendem a depositar-se no fundo do
recipiente. Alguns grdos sobem a superficie devido ao acumulo de CO2, e descem
novamente ao perderem o gas. Eles aumentam em tamanho e dividem-se no meio
de crescimento, resultando em um maior niumero de células a serem imobilizadas. A
fissdo é determinada pela presséao interna de CO2. O gas pode deixar 0s gréos 0cos.
Sua composicéo quimica (%peso/peso) é de 89-90 % de agua, 0,2 % lipideos, 3,0 %
proteinas, 6,0 % carboidratos e 0,7 % de cinzas. Podem ser preservados por
congelamento, liofilizacdo e refrigeracdo (MONAR et al., 2014; PIDOUX, 1989;
SILVA et al., 2009).
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E possivel distinguir nos grdos uma camada externa mais compacta e
densamente populada pelos microrganismos embebidos no dextran e uma estrutura
interna esponjosa (MOINAS; HORISBERGER; BAUER, 1980) (Figuras 2 e 3).

Figura 1 - Graos de kefir de agua.

Fontes: A: MAGALHAES et al. (2010); B: Prépria autora.



32

Figura 2 - Micrografias Eletrdnicas de Varredura de gréo de Kefir de Agua.

a - Um gréo no processo de fissao;

b - Gréo fraturado com sua estrutura esponjosa interna (seta) e uma camada compacta
externa (seta dupla);

¢ - A camada externa contém estreptococos (seta) lactobacilos (seta dupla), leveduras (seta
pontilhada) e dextrano (seta pontilhada dupla); e

d - Os estreptococos sdo incorporados no dextrano (seta).

A barra representa 1 um ou um multiplo dele.

Fonte: MOINAS; HORISBERGER; BAUER (1980).
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Figura 3 - Microscopia eletrbnica de varredura de graos de kefir de agua.

A e B: Rede de pseudomicetos (a), blastosporos (b), cocci (d) e bacilos (e), presos por uma
substancia adesiva (c);

C = Seta aponta para bactéria; e

D = Seta aponta para levedura.

A barrarepresental pym (Ae B) e 2 um (C e D).

Fontes: A: PIDOUX (1989); B, C e D: MAGALHAES (2008).

3.1.4 Fermentagao por graos de kefir de agua

Fermentacdo, palavra derivada do latim “fervere”, € um conjunto de reacdes
que envolvem oxidacdo da glicose em acido piravico (glicélise) e sua reducéo.
Dependendo da molécula organica que é produzida a partir do acido piravico, é
classificada como latica, a que produz &cido latico, ou alcodlica, a que produz etanol,
sendo que este pode ser oxidado e formar acido acético, pela bactéria Acetobacter
aceti, sob condicdes aerdbias. Os microrganismos, ao fermentarem um alimento,
acrescentam propriedades que 0s tornam mais nutritivos, mais saborosos,
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aromatizados, além de aumentar seu tempo de prateleira (BOURDICHON et al.,
2012; HE et al., 2017; LEHNINGER; NELSON; COX, 2014).

Como exemplos de produtos que tém sido utilizados para fermentacao,
podem ser citados: gréaos, verduras, legumes, frutas, leites, carnes, peixes, mel,
chas, soja e feijao, resultando em uma miriade de produtos, como cervejas (cevada),
vinhos (frutas), vinagres (cana, frutas, arroz), chucrute (repolho), missé (arroz,
cevada e soja), nattd (soja), shoyu (soja), Pu-erh (cha), iogurte (leite), salame e
(carne) kombucha (chéas) (HE et al., 2017).

Kombucha apresenta semelhancas com o kefir de agua, considerando que
também é uma associacdo de bactérias e leveduras que usam 0 acglUcar como
substrato. A principal diferenca, € que também utiliza chd, tradicionalmente infusao
de Camellia sinensis, no processo de fermentacdo. No Brasil, esta sendo
desenvolvido um processo de instru¢do normativa com o objetivo de estabelecer o
padraode identidade e qualidade de kombucha. Este trabalho pode ser utilizado para
fomentar que no futuro, também se estabeleca normas que norteiem a producao
industrial de kefir de agua (BRASIL, 2018b).

Os principais metabdlitos produzidos durante a fermentacdo do kefir de dgua
sdo: etanol, acido latico, glicerol, acido acético e manitol;, e os compostos
formadores de aroma sdo: 2-metil-1-propanol, alcool isoamilico, acetato de etila,
acetato isoamilico, hexanoato etilico e octanoato etilico. Dentre esses, incluindo
também o acido férmico, acido propidnico e bacteriocinas, varios apresentam
atividade protetora, como a inibicdo de patégenos (BOURDICHON et al.,, 2012;
LAUREYS, DE VUYST, 2014).

A fermentacdo de bebidas com propriedades promotoras de salde é nativa
para muitas regies da Asia, Africa, Europa, Oriente Médio e América do Sul.
Evidéncias de vasos de ceramica mostram que bebidas fermentadas de arroz, mel e
frutas datam de 7000 AEC na China. Nota-se, porém, que 0 uso de materiais
preservados por meio da fermentacdo tém sido adotados pelo homem desde o
periodo neolitico, cerca de 10000 anos AEC (BOURDICHON et al., 2012; BRASIL,
2014, MARSH et al., 2014).

Héa evidéncias de que algumas bebidas fermentadas proporcionam efeitos
benéficos por meio da acédo probidtica microbiana direta e indireta, por meio da
producdo de metabdlitos e quebra de proteinas complexas. Por exemplo: acidos

organicos, que diminuem o pH das bebidas. Apesar da necessidade de estudos
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definitivos que demonstrem beneficios de saude diretos aos consumidores, estudos
in vitro e em animais dao motivos para otimismo (MARSH et al., 2014). Alsayadi e
colaboradores (2014), trabalhando com ratos Wistar com diabetes induzida por
estreptozotocina, concluiram que kefir de 4gua pode ser usado como alimento para
diabéticos, visando controle de niveis de glicose e lipideos.

A atividade antioxidante é aumentada gracas a adicdo de microrganismos em
alimentos, quando favorecem o processo de fermentacdo, devido aos metabdlitos
formados (ALSAYADI et al., 2013).

A Figura 4 apresenta um diagrama representando um resumo de como 0S
microrganismos identificados no kefir de agua, de fonte tradicional mexicana,
hipoteticamente realizariam as etapas da fermentacdo, segundo Martinez-Torres e
colaboradores (2017).

O acucar, como principal substrato para producao do kefir de 4gua, tem suas
moléculas de sacarose hidrolisadas durante a fermentacao (Figura 5, (b)). Com essa
quebra da ligacdo covalente, consequentemente, seus acUcares redutores Sao
disponibilizados: a glicose e a frutose, que tém a mesma férmula quimica: CeH120s,
sendo denominadas isbmeros. As posi¢coes dos oxigénios e dos carbonos diferem
nas duas moléculas e, consequentemente, tém propriedades fisicas e quimicas
diferentes. A glicose € classificada como uma aldohexose e a frutose, uma
cetohexose (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). A frutose é o agucar natural mais
doce, 30% mais doce que a sacarose e 80% mais doce que a glicose, se
apresentando como ingrediente amplamente utilizado na inddstria alimenticia
(PUTRA et al., 2014).

O acompanhamento do processo fermentativo pode ser realizado por meio de
caracteristicas que detectem as mudancas ocorridas no produto. Além disso, varios
componentes podem ser utilizados como marcadores discriminantes e referéncia
como substancias importantes para caracterizar o sabor nos alimentos, assim como
acucares, acidos organicos, aminoacidos e diversos compostos volateis. Essa
técnica de pesquisa pode ser denominada como analise metabolémica (ZHAO et al.,
2016).

A producédo de acido citrico tem sua importancia econémica presente desde a
abertura da primeira fabrica em 1923. Atualmente, predomina a sintese por via

fermentativa, principalmente o processo submerso, a partir de melacos de cana e de
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beterraba, em meio acido (pH proximo a 2,0), empregando o fungo filamentoso
Aspergillus niger (APLICACOES, 2014).

Figura 4 - Fluxograma hipotético de carbono durante uma fermentacdo em Kefir de
agua, a partir da sacarose, mostrando os principais produtos metabdlicos.
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As fermentacdes do etanol (alcodlica), do acido latico e do acido acético e a producao de
acido acético a partir de etanol estdo indicadas. Os microrganismos do kefir de agua estéo
nomeados, em cada via metabdlica relevante da hidrélise da sacarose. As enzimas
hipotéticas em cada reacdo sdo mostradas ao lado das setas.

Fonte: MARTINEZ-TORRES et al. (2017).
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Figura 5. Sintese por desidratacéo e hidrolise da sacarose.
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(a) Na sintese por desidratacdo (da esquerda para a direita), os monossacarideos glicose e
frutose se combinam para formar a molécula dodissacarideo sacarose. Uma molécula de
agua é liberada na reacgéo.

(b) Na hidrélise (da direita para a esquerda), a molécula de sacarose é quebrada nas moléculas
menores glicose e frutose. Para que areacao de hidrélise ocorra, deve ser adicionada agua a

sacarose.
Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE (2012).

O acido latico € amplamente utilizado em alimentos, farmacos, cosméticos,
detergentes, resinas, impressao em tecidos, adesivos etc. A producdo de &cido
latico cresce rapidamente no mercado global. A estimativa de producdo mundial foi
de 367.300 t em 2017 (LEE et al., 2017).

O &cido succinico é um antioxidante eficiente, normaliza o metabolismo
energético e tem um papel no ciclo do acido tricarboxilico e seus componentes
enzimaticos tém alguns papéis cruciais para o metabolismo basocelular. Uma
concentracdo de 5 e 10 uM de ido succinico resultou em apoptose em cancer do
endométrio; nenhum desses efeitos foi observado na linha celular de controle (IPLIK;
CATMAKAS e CAKMAKOGLU, 2018). Ele mostra potencial para eliminar certos
microorganismos, como Salmonella (RADKOWSKI, ZDRODOWSKA e GOMOLKA-
PAWLICKA, 2018). A adicdo de extrato de jabuticaba aumentou a microbiota do
estbmago de ratos, principalmente Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterobacteriaceae (DA SILVA-MAIA et al., 2018).

O &cido succinico pode ser produzido por sintese quimica ou por processos
biolégicos. E um produto final durante a fermentacdo anaerdbica por alguns
microrganismos anaerobicos e anaerobicos facultativos. Nesta ultima década
Corynebacterium glutamicum tem sido estudado para sua producdo. Sob condi¢cbes

anaerodbicas, seu crescimento celular é inibido, quando ha reducdo do pH. Se
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utilizava NaHCOs, para neutralizar o pH, mas este era instavel com temperaturas
superiores a 50 °C.

Shi et al. (2014) utilizaram NaOH e Mg (OH)2, com esta finalidade e um
método de imobilizagdo natural, usando o enchimento poroso de poliuretano (PPF:
porous polyurethane filler) como transportador para C. glutamicum, e, como fonte de
carbono, um hidrolisado de bagaco de mandioca. A concentracdo final de &cido
succinico foi de 22,4 g.L-'e o teor de glicose do bagaco de cana hidrolisado caiu de
35 para 1 g.L-1. Foram produzidos acidos latico e acético nos teores de 3,7 € 9,2 g.L-
1, respectivamente, sendo que repetidos banhos, por 267 h de tempo total, com
consumo de 173 g.L-! de acUcar, resultou na producdo de 112,1 g.L-! de &acido
succinico.

O acompanhamento do processo fermentativo pode ser realizado por meio de
caracteristicas que detectem as mudancgas ocorridas no produto. Nesse sentido,
Jayasena e Cameron (2008), colheram por 4 semanas frutas da cultivar de uva de
mesa sem semente Crimson e analisaram os teores de solidos sollveis totais (°Brix)
e acidez titulavel, com o acompanhamento de analise sensorial. Observaram
diferencas significativas (p < 0,05) no fato de gostarem de forma crescente de uvas
com 16,0-17,0 17,1-18,0 e 19,1-20,0 °Brix, mas ndo havia alta correlacédo (r>=0,58)
entre a aceitabilidade e °Brix, pois aclcares ndo sao o0s unicos contribuidores para a
percepcao da dogura e sabor. Os acidos contribuem com grande importancia para a
percepcdo humana desses atributos, sendo que a acidez apresentou correlagao
negativa com a aceitabilidade (r>=0,79). Concluiram que a relacéo °Brix/acidez é um
melhor preditor dos atributos sensoriais comparada com qualquer uma das duas
caracteristicas isoladamente. Entretanto, deve-se considerar que outros trabalhos
mostraram que a relacdo °Brix/acidez é um preditor pobre para a qualidade sensorial
de uvas e outras frutas.

Além de serem marcadores, os diferentes acidos organicos apresentam perfil
sensorial distintos. O perfil sensorial € notado por meio de uma combinacdo de
fatores, podendo ser analisado por meio da interacdo da intensidade em relacéo ao
tempo, ou seja, a persisténcia do sabor. Sendo a sacarose o principal substrato
fornecido para a fermentacéo do kefir, os acidos organicos disponibilizados ao longo
da fermentacdo podem ter a capacidade de proporcionar um perfil de sabor mais
arredondado e otimizado, equilibrando o sabor doce com o acido, por exemplo, e

mascarando sabores estranhos, ou off flavor. O &cido citrico € frequentemente
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utilizado em induastrias, apresenta sabor intenso, mas desaparece em curto periodo,
o que funciona bem, pois tem curvas de intensidade versus tempo quase idénticas
as da sacarose. O acido latico, por sua vez, é considerado intermediario, enfatizando
0 sabor "verde", a adstringéncia e a acidez. Apresentam vantagem em relacdo ao
acido malico, por exemplo, por ndo provirem de matérias primas derivadas do
petréleo (PLETSCH; RAAB, 2019).

3.1.5 Elaboragéao do kefir de agua

Na elaboracdo do kefir de &gua, a sacarose é utlizada como principal
substrato para os microrganismos. A Tabela 3 apresenta algumas formulacdes de
kefir de agua encontradas na literatura. Utiliza-se entre 3 a 10% (m/v) de acucar,
sendo mais comum em torno de 8%. Recomenda-se 0 uso de agucares ndo
refinados, como por exemplo, agucar mascavo, para melhor crescimento dos graos,
pois sdo fontes de nutrientes, tais como minerais (Ca, Fe, K) e vitaminas, e de
compostos fendlicos (BETTANI et al., 2014; GENEROSO et al., 2009), como pode-
se observar na Tabela 4 com os maiores teores de cinzas (minerais) e fenélicos no
acucar mascavo comparado aos demais.

Podem ser fornecidos outros acgucares (HARTA et al.,, 2004). Silva e
colaboradores (2009) testaram a atividade antimicrobiana do kefir utilizando acucar
demerara, melado de cana e aclcar mascavo, e concluiram que o Ultimo teve maior
eficacia contra Candida albicans, Salmonellatyphi, Shigellasonnei, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.

A bebida resultante ao final do processo de fermentacdo dos acgUcares €
turva, de cor palha, sabor levemente acido (devido a formacéo, principalmente, de
acido lactico, e também de acido acético), fermentado e refrescante, e com baixo
teor de &lcool, efervescéncia e dogura. O tempo de incubagéo varia, geralmente,
entre 12 e 72h, sendo que os grdos entram em fase estacionaria com 48h de
fermentacdo. A temperatura de fermentacdo prevalente € a ambiente, mais
comumente entre 20 e 25 °C (ALSAYADI et al., 2014; SILVA et al., 2009).



Tabela 3 - Formulacdes de kefir de agua.
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A . Graos de . .
Agua Acucar kefir Outros ingredientes Fonte
85% 10% 2% - JANUARIO et al., 2016
50 mL suco de: cenoura,
1000 mL - 409 meldo, cebola, tomate, erva- CORONA et al., 2016
doce, morango
50 mL suco de: maca,
1000 mL - 409 marmelo, roma, uva, kiwi, RANDAZZO et al., 2016
figo espinhoso
300mL 2259 (7%) 18 (5,6 %)g - MONAR et al., 2014
500mL 8,59 (1,7 %) 3 cs* - FEDERHEZI\(;,MRrUSCHEL,
. LAUREYS, VUYST, 2014;
0 0 1 1 1
65 mL 609(85%) 159 (21 %) 20 mL extrato de figo LAUREYS et al., 2016
88,5% 6,5% 5% 5 g/L pedacos de maca ALSAYADI et al., 2014
fresca
93% 6,5% 5% 5 g/L pedagos maca ALSAYADI et al., 2013
1000 mL 804 (7,4 %) ne** 100 mL extrato de figo GULITZ et al., 2013
1000 mL 100 g ne** 2 figos desidratados e uma GULITZ et al., 2011
fatia de lim&o orgénico
112 mL 250 ¢ ~
2138 mL (5 %) (11%) - MAGALHAES et al., 2010
95% 5% 59 - BERGMAN et al.,2010
609 (5,6 meio lim&o fresco e um figo
0,
1000 mL 8049 (7,4 %) %) desidratado WALDHERR et al., 2010
2000 mL  60g (0,34 %) - 2 figos desidratados e 1 MOINAS, HORISBERGER,

limao cortado

BAUER, 1980

*cs = colher de sopa; **ne = ndo especificado.
Fonte: Adaptado pela prépria autora.

3.2 Agucar

A cana-de-acucar € uma planta originaria do Pacifico Sul (Nova Guiné) e da
Asia (india), da familia Poaceae, classe monocotiledénea. A principio descendente
da espécie Saccharum officinarum, porém, as variedades cultivadas atualmente séo
hibridas. Tem como principais caracteristicas falta de resisténcia as baixas
temperaturas e a salinidade de solos, apresentam inflorescéncia em forma de
espiga, crescimento do caule em colmos, folhas com laminas de silica em suas

bordas e bainha aberta.
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No periodo colonial, o setor canavieiro foi 0 mais importante no processo de
ocupacao agricola no Brasil, estando também intimamente relacionado as atividades
escravocratas. Entre os séculos XVI e XIX, o agucar era produzido, principalmente,
na Regido Nordeste, e tem sido responsavel pela ocupacao, exauricdo e decadéncia
de uma grande extensdo de terras também em outras partes do pais (BRASILIA,
2013; KHATOUNIAN, 2001).

Desde o inicio da década del1990, o Brasil tem aumentado sistematicamente
suas exportacdes de aglcar e passou, de uma participacdo pouco expressiva neste
mercado, a representar uma parcela acima de 43,0% (BRASILIA, 2013). Atualmente,
0 pais € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (Saccharum spp.) e acucar,
seguido pela Tailandia e india. O setor do aglcar e do alcool é uma das atividades
agroindustriais mais estruturadas do agronegdcio brasileiro.

A producdo de cana-de-acUcar, estimada para asafra 2018/19, é de 615,84
milhdes de toneladas, com reducéo de 2,8% em relacédo a safra anterior. A variacao
em relacdo a ultima safra se deve, entre outros, a queda de 1,1% da area colhida,
totalizando 8,63 milhdes de hectares. Este declinio foi resultante, emgrande parte,
da devolugcdo de inumeras propriedades arrendadas ou pela rescisdo de contrato
com fornecedores. Como consequéncia, muitas areas apresentaramexpansivo
aumento do plantio de soja. A regido centro-sul € a maior produtora nacional da
graminea, sendo Sao Paulo o principal estado (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2019).

Estima-se que a safra 2017/18 de acucar do Brasil, devera alcancar 31,73
milhdes de toneladas, com retracdo de 16,2% na comparacdo com ano anterior.
Esta queda ocorreu por diversos fatores, incluindo: condicbes climaticas
desfavoraveis em algumas regides, como déficit hidrico e altas temperaturas —
acelerando a maturacdoe acarretando em baixo crescimento e falta depeso dos
colmos -, envelhecimento das lavouras, baixa taxa de renovacgao, falta de
investimento, aumento da automacdo sem sistematizacdo da lavoura para esse
meétodo de producao, maior destinacdo de matéria-prima para o etanol — apoiada por
alta tributaria na gasolina, maior oferta mundial do adogante em paises asiaticos,
especialmente a India, precos da commodity em queda, e oscilacbes da
valorizacédodo real em relagdo ao dolar (BRASIL, 2018c; COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO, 2019).
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Existe uma diversidade de produtos comerciais que séo fabricados a partir do
caldo da cana-de-acucar e dos residuos liquidos e solidos da moagem. Destacam-
se nesta lista de produtos, além do acgucar e do alcool etilico, a cachaca e a
rapadura, produtos extraidos do caldo e produzidos em pequenas fabricas
especializadas nesta atividade, e a cogeracao de energia elétrica com a queima do
bagaco. Muitas industrias sdo mistas, capazes de destinar parte da cana-de-acucar
para a producdo de acuUcar e parte para a fabricacdo de alcool etilico. Além disso,
também ¢ utilizada como forrageira na forma in natura (BRASILIA, 2013).

O acucar cristal branco € o mais fabricado. De acordo com Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2019), o acumulado total da
producado de acucar da safra 2018/2019 até 31/01/2019 havia sido de 28.711.723 kg,

sendo 0,8% de producéo organica.

3.2.1 Processamento da cana

A cultivar da cana, forma de plantio e colheita influenciam na qualidade final
do acucar. De preferéncia, a cana ndo deveria ser queimada para ser colhida. O
processamento vai depender se é artesanal, os tipos de aglUcar a serem produzidos
e o tipo de indUstria. Basicamente segue o0 esquema:

* Selecao, lavagem/limpeza da cana;

* Preparo para moagem ou difusao;

 Extracdo do caldo: moagem ou difuséo;

» Purificacdo do caldo: peneiragem e clarificacdo =» caldo com 85% de agua;

» Evaporacéao do caldo;

» Cozimento =» xarope com 45% de umidade;

» Cristalizacdo da sacarose (separada dos ndo acgucares);

* Centrifugacéo: separacao entre cristais e massa cozida; e

» Secagem e estocagem do acgucar (MACHADO, 2012).

Uma maneira rapida de identificar os tipos de acglucar € conhecida como
polarizagédo: porcentagem em massa da sacarose aparente contida em uma solugéo
acucarada, determinada pelo desvio da luz polarizada ao atravessar esta solugéo. E
expressa em °Z (graus Zucker) onde uma solugdo normal de sacarose pura

corresponde a 100 °Z, sendo a base de calibracdo do sacarimetro.
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A clarificacdo é realizada empregando-se apenas leite de cal, para os
acucares demerara (96,5°Z a 98,5°Z), o mascavo e o Very High Polarization (VHP),
que € o tipo mais exportado pelo Brasil para os EUA, mais claro que o demerara
(MACHADO, 2012). Para o agucar cristal branco (99,3°Z a 99,9°Z), sdo empregados
leite de cal e anidrido sulfuroso na clarificacdo (BRASILIA, 2013). Na Tabela 4,
pode-seobservar os parametros fisico-quimicos de diferentes tipos de acucares
(BETTANI et al., 2014).

Quanto maior for o teor de umidade, menor o tempo de prateleira, devido a
maior probabilidade de presenca de microrganismos. O pH do aclUcar é modificado
pelo emprego de cal durante sua refinacdo, o que favorece a reducédo da sacarose
em glicose e frutose; a cor do acucar especial deve ser inferior a 80, seu teor de
cinzas inferior a 0,2 %, e teor de AcUcares Redutores (AR) inferior a 2,4 %. Os
teores de Aminoacidos (AA) e de fendlicos estdo relacionados com a cor, pois estes
favorecem a formacdo de quinonas e os AA reagem com 0s AR na reacdo de
Maillard. A medida da turbidez fornece uma ideia da eficiéncia da separacdo do
material insoluvel e coloidal presente no caldo de cana-de-acucar. Utilizar cana
madura, com reduzido teor de AR, origina acgucar refinado com melhor aparéncia
(BETTANI et al., 2014). Mais detalhes em relacdo ao padrédo de classificacdo dos
acucares podem ser encontrados na Instrucdo Normativa n°® 47, de 30 de agosto de

2018, do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (2018).

Tabela 4 - Valores médios dos parametros fisico-quimicos de acucares.

Tipode Pol Umidade Cor Cinzas AR Fendlicos AA  Turbidez
aglcar*  °Z % PH 1 % % mg.kg'  mg.kg" NTU
A 85,9 2,90 6,0 50.788 1,35 56 56,8 151,6  428,0
B 97,1 0,08 6,7 2461 041 12 6,5 35,5 64,6
c 98,8 0,13 6,4 2233 031 1,0 7,0 49,4 73,6
D 99,1 0,01 6,5 343 0,06 09 33 23,3 23,9
E 99,2 0,01 6,3 524 008 16 2,5 1,0 58,1
F 98,5 0,02 6,3 426 0,03 09 2,3 8,8 40,9
G 99,0 0,01 6,3 19 0,01 0,05 1,8 1,0 3,7
H 99,2 0,22 6,3 191 0,26 0,6 2,2 15,4 4,7

*A: mascavo organico; B, C, D: demerara orgéanico; E, F: cristal organico;
G: cristal convencional; e H: refinado especial convencional.

Pol: Polarizacdo; AR: AcUcares Redutores; e AA: Aminoacidos.

Fonte: Adaptado de BETTANI et al. (2014).
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O fato de a cana ser altamente eficiente na conversdo de energia solar
radiante em energia quimica e, consequentemente, apresentar alta taxa de
acumulacdo de matéria organica (biomassa) e ter boa capacidade de prevencédo de
erosdo do solo, compdem caracteristicas desejaveis para que seja produzida em
sistema organico (MARGARIDO et al., 2005).

3.2.2 Consumo de agucar

Os profissionais de saude, e também a populacao, em geral, ttm apresentado
uma preocupacdo crescente relacionada ao consumo de acucares livres,
particularmente sob a forma de bebidas adocadas. Isso, porque acarreta no
aumento do total de energia obtido por meio da alimentacdo e na reducdo da
ingestao de alimentos mais adequados nutricionalmente, levando a uma dieta pouco
saudavel, ganho de peso e aumento do risco de doencas cronicas nao
transmissiveis (WHO, 2015).

A Organizacdo Mundial as Saude (OMS) alerta que politicas fiscais que levem
a, pelo menos, um aumento de 20% nos precos de varejo de bebidas acucaradas,
poderia resultar em reduc¢des no seu consumo, o que significaria a queda na ingesta
de acucar, melhorando a nutricdo e reduzindo a incidéncia de doencas associadas.
Isto levaria a uma reducdo dos custos do setor da saude, além de gerar maiores
rendas para o Estado. Dados de 2014 revelam que 39% dos adultos acima de 18
anos estavam acima de seu peso ideal, assim como 42 milhées de criancas com
menos de cinco anos, um aumento de 11 milhdes em apenas 15 anos. Em relacao a
diabetes, em 1980 eram 108 milhdes de pessoas e em 2014, chegou a 422 milhdes
(WHO, 2015).

Outra preocupacao € a associacao entre a ingestdo de acucares livres e carie
dentéria. Esta causa dor, ansiedade, limitacdo funcional, que inclui baixa frequéncia
e baixo desempenho escolar em criancas, além da desvantagem social por meio da
perda de dentes. O tratamento das doencas bucais € caro, consome de 5 al0% dos
orcamentos de saude nos paises industrializados e ultrapassaria todos 0s recursos
financeiros disponiveis para a assisténcia a saude de criangas na maioria dos paises
de baixa renda (WHO, 2015).
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A diretriz da OMS refere-se a acucares livres, como sendo o0s
monossacarideos e dissacarideos adicionados intencionalmente aos alimentos e
bebidas por parte do fabricante, cozinheiro ou consumidor e agucares naturalmente
encontrados no mel, nos sucos de frutas e nos sucos de frutas concentrados (WHO,
2015).

AOMS alerta que a recomendacdode ingestdo de acUcares livres seja
reduzida, devendo ser menor do que 5 a 10 % do total de energia diaria consumida.
Se for tomada como base a média indicada para a populacdo, de 2.000 kcal diarias,
isso representa 100 kcal, ou o equivalente a cerca de 25 g de acucar, ou 5 colheres
de cha de acucar.

E importante, portanto, observar que qualquer fonte predominante de
acucares livres deve ser consumida com parciménia. Porém, a qualidade do agucar
utilizado deve ser levada em consideracdo. A Tabela 5 mostra alguns produtos
acucarados, demonstrando a grande variacdo entre os itens analisados. Ao se
comparar o agucar mascavo com o refinado, por exemplo, é possivel verificar que o

segundo € pobre em elementos, tais como minerais.

Tabela 5. Composicéo nutricional em 100g de diversos produtos agucarados.

Umidade Energia Proteina Lipideo CHO VIT B2 Cinzas Ca

% kcal g g g mg g mg
Agucar 3,3 369 0,8 0.1 945 0,03 14 127
mascavo
Melado* 221 297 0,0 0,0 76,6 0,05 13 102
Rapadura 7.1 352 1,0 0,1 90,8 Tr 1,1 30
Aglcar 0.1 387 0,3 Tr 99,5 - Tr 4
refinado
Mg Mn P Fe Na K Cu Zn
mg mg mg mg mg mg mg mg
Agucar 80 2,03 38 8,3 25 522 0,17 0,5
mascavo
Melado 115 262 74 5.4 4 395 084 03
Rapadura 47 1,66 21 4.4 22 459 0,17 0,6
Agucar 1 ; Tr 0.1 12 6 Tr Tr
refinado

CHO: Carboidratos; Vitaminas: B2: Riboflavina; e B6: Piridoxina;
Adotou-se traco (Tr) nas seguintes situacdes: a) valores de nutrientes arredondados
para nameros que caiam entre 0 e 0,5; b) valores de nutrientes arredondados para
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nameros com uma casa decimal que caiam entre 0 e 0,05; c) valores de nutrientes
arredondados para numeros com duas casas decimais que caiam entre 0 e 0,005; e
d) valores abaixo dos limites de quantificacéo.

*B6: 0,20 mg; e **B6: 0,04 mg.

Fonte: Adaptado de TACO(2011).
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3.3 Jabuticaba

A jabuticaba (Figura 6) é conhecida pelos ocidentais ha mais de quatro
séculos. E nativa do Brasil, originada do centro-sul, na regido do cerrado. Seu nome
deriva do tupi lapoti’kaba, que significa “fruta em botao”, sendo que os indigenas a
consumiam in natura e como bebida fermentada. Pertence a familia Myrtaceae.
Hoehne (1946), com o intuito de melhorar o conhecimento sobre a flora brasileira, e
as suas producdes de interesse econOmico, registrou que muitas espécies
pertencentes a essa familia, poderiam transformar-se em excelentes fontes de renda
e contribuir para o abastecimento dos mercados de frutas. Atualmente é uma das
frutiferas mais cultivadas nos pomares domeésticos do pais.

Apresenta diferentes tipos de plantas e frutos, sendo cultivada praticamente
em toda a extenséo territorial do Brasil (VENTURINI FILHO, 2010). Anteriormente,
eram classificadas no género Myrciaria, proposto por Berg em 1857. Porém, por
apresentam sementes com cotilédones separados, inflorescéncias congestas e
caulifloras, como ocorrem no género Plinia (Figura 6 A), Sobral, em 1985, propos a
alteracdo para Plinia jaboticaba (DC) Berg. A mesma € conhecida como jabuticaba
Sabara, com grande importancia comercial, sendo seus frutos conhecidos como
uma das mais ricas fontes de antocianinas (NEVES, 2016).

Tem aparéncia semelhante a uva, possui uma casca roxo-escura na maioria
das espécies, quase preta quando madura. Isso ocorre devido ao seu alto teor de
compostos fendlicos, como as antocianinas, que recobre uma polpa branca
gelatinosa e possui entre uma a quatro sementes em seu interior (Figura 6 C).
Dentre as antocianinas, as identificadas na jabuticaba foram a delfinidina e cianidina
(LIMA et al., 2011). Tem sido utilizada para o tratamento de diversas doengas, como
hemoptise (sangue escarrado, oriundo das vias aéreas e dos pulmdes), asma,
diarreia e inflamacdo crénica das amidalas. Apresenta altos teores de tanino,
vitamina C e flavonoides (CAVALCANTI, VEGGI, MEIRELES, 2011).

No Brasil, os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito
Santo sdo os maiores produtores de jabuticaba. Ocorre principalmente na mata
pluvial Atlantica e nas submatas de altitude. A jabuticabeira € uma das frutiferas que
tem despertado grande interesse entre os produtores rurais, devido a sua alta
produtividade, rusticidade e aproveitamento de seus saborosos frutos em diversas

formas, como na fabricagdo de licores, geleias, geleias diet, aguardentes,
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fermentados, como bebidas lacteas, “vinhos” e vinagres, e mais recentemente, como
ingrediente de sorvetes, aromatizador de cerveja, combinado com agua de coco, a
farinha da fruta em po6 etc. Desdel1987, proximo ao seu centro de origem, acontece
anualmente o Festival de Jabuticaba de Sabara — MG, na época da safra (NEVES.
2016).

Os frutos podem ser utilizados em cosméticos, como: esfoliantes de corpo,
perfumes, sabonetes e xampus. Sua madeira pode ser util, por exemplo, para
confeccdo de moveis, construcdo civil, producdo de tabuas e para lenha. Também
pode ser empregada no paisagismo, por ser ornamental (LORENZI, 2002; SILVA et
al., 2008).

Quando a muda for proveniente da germinacdo da semente, a arvore demora,
em média, dez anos para frutificar. Uma Unica arvore antiga pode chegar a fornecer
160 litros de fruta em uma carga. Atrai a avifauna e outros animais (HOEHNE, 1946).

Lorenzi (2002) descreve a jabuticaba paulista, como tendo entre 10 a 15 mde
altura, tronco liso, com 30 a 40 cm de diametro, folhas simples de 6 a 7 cm de
comprimento por 2 a 3 cm de largura. Flores e frutos afixados no caule. E
perenifélia, mesofita, helidfita e seletiva higrofita. Produz duas ou mais vezes ao ano,
se houver umidade suficiente, quando frutos maduros geralmente ocorrem nos
meses de agosto/setembro e janeiro. No fruto completamente desenvolvido, 0s
carboidratos mais abundantes na polpa sao os acucares solluveis, 0 que mostra a
potencialidade de seu aproveitamento industrial (SILVA et al., 2008). Sua casca e
sementes séo fontes de vitamina C (LIMA et al., 2011). As composi¢des nutricionais
em 100g da polpa de jabuticaba constam na Tabela 6 (TACO, 2011).



Figura 6 — Jabuticabeiras e jabuticabas.

A: Jabuticabeira em fase de floracéo; B: jabuticabas no pé em fase de maturacao completa
(exceto em duas unidades que estdo verdes); C: jabuticabas colhidas maduras, inteiras e
cortadas; e D: jabuticabas em comércio de Londrina-PR/BR.

Fontes: A: Acervo pessoal de Aldisio Rodrigues da Silva; B: Acervo pessoal de Lourdes
Czarnik; C: ALIEXPRESS (2017); e D: Propria autora.
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Tabela 6. Composicao nutricional em 100g da polpa crua de jabuticaba.
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Umidade | Energia | Proteina | Lipideo CHO F. A. Vit. B1 Vit. C Cinzas
% kcal g g g g mg mg g
83,6 58 0,6 0,1 15,3 2,3 0,06 16,2 0,4
Ca Mg Mn P Fe K Cu Zn
Mg mg mg mg mg mg mg mg
8 18 0,30 15 0,1 130 0,07 0,3

CHO = Carboidratos; F.A. = Fibra Alimentar; Vitaminas: B1= Tiamina; e C= Acido
ascorbico.

N&o aplicavel: Colesterol;

Traco: Vitaminas Niacina (B3) e Piridoxina (B6) e Soédio. Adotou-se traco nas
seguintes situacdes: a) valores de nutrientes arredondados para nimeros que caiam
entre 0 e 0,5; b) valores de nutrientes arredondados para nUmeros com uma casa
decimal que caiam entre 0 e 0,05; c) valores de nutrientes arredondados para
nameros com duas casas decimais que caiam entre 0 e 0,005; e d) valores abaixo
dos limites de quantificacao.

Fonte: Adaptado de TACO (2011).

3.4 A dialética da agricultura

A praxis das atividades de cultivo agronémico levou ao longo do tempo a
certos tipos de classificagcbes de métodos de cultivo. Considerando que o presente
trabalho busca investigar o desempenho de dois tipos de agucar mascavo,
provenientes de canas-de-acucar cultivadas em diferentes sistemas de cultivo:
convencional e organico, no Quadro 1 € apresentado um comparativo dos dois
sistemas (CD, 2009).

A agricultura convencional baseou-se na utilizacdo do pacote tecnoldgico
lancado na década de 1940. Foi chamada, em 1966, de Revolucédo Verde, dispondo
de estratégias como a implantacdo de mecanizacdo com uso intensivo de maquinas,
emprego de produtos quimicos, como adubos soluveis, e agrotoxicos, melhoramento
genético e introducdo de monoculturas. O pretexto utilizado é que essas praticas séo
necessarias para se obter uma aparente alta eficiéncia e produtividade e combater a
escassez de alimentos e a fome. Este modelo acabou por provocar impactos sociais
e ambientais, impulsionando a centralizacdo do controle da producéo, o éxodo rural
e consolidando processos de contaminacdo e degradacdo do solo, agua e
alimentos, além da macica eliminacdo da biodiversidade e dos processos

microbianos do solo, representando riscos a saude dos consumidores e

trabalhadores que manuseiam os agrotoxicos. A Figura 7 ilustra como os sistemas



de agricultura organica equiliboram melhor

o1

as quatro principais areas da

sustentabilidade (REGANOLD; WACHTER, 2016; RICARDO; CAMPANILI, 2008).

Quadro 1 - Comparativo dos sistemas de producgéo agricola Convencional e

Organico.

CONVENCIONAL

ORGANICO

Uso intensivo de adubos quimicos e
agrotoxicos/biocidas, pois ha selecao de
plantas para altos rendimentos focando na
guantidade de producédo, que requerem
altas doses destes produtos

Compartimentalizacdo, monocultura, aliada
a exigéncia de grandes escalas de
producao, levando ao despovoamento do
meio rural e insegurancga alimentar e
nutricional

Criacdo de espécies de pragas e doencas
resistentes e a eliminagao de seus inimigos
naturais

Degradacao do solo e contaminacao de
cursos d’agua por praticas equivocadas:
monocultura, uso intensivo de maquinas e
implementos agricolas, baixa cobertura do
solo, entre outras

Alta dependéncia externa de insumos e de
energia ndo renovavel

Contaminacao de trabalhadores rurais e
consumidores por usos indevidos de
agrotoxicos e aditivos quimicos

Uso de adubos organicos
(composto, esterco, adubo verde) e
controle alternativo de pragas e
doencas focado na producao de
alimentos saudaveis

Integracao, producédo mais
diversificada, aumento da
biodiversidade, levando a fixacao do
produtor no campo e seguranca
alimentar e nutricional

Manejo ecoldgico das pragas e
doencas. Estas sao analisadas
como possivel desequilibrio do
sistema

Uso de praticas conservacionistas
do solo, preservacdo ambiental e
integragdo com processos naturais

Busca a autosustentabilidade dos
sistemas de producao

Producéo de alimentos livres de
contaminacao por agrotdéxicos: mais
salde para o trabalhador rural e
para o consumidor

Fonte: Adaptado de CD (2009).
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Figura 7 — Avaliac&o da agricultura organica em relagcéao a agricultura convencional
nas quatro principais areas de sustentabilidade.

Convencional Orgéanico

Rendimente Qualidade do solo Rendimento Qualidade do solo

Qualidade

Minimalizagao i
nutricional Qualidade

do uso de energia nutricional

Minimalizagéo
do uso de energi

Minimalizag&o
residuos
pesticidas

Minimalizag&o
Biodiversidaderesiduos
pesticidas

Biodiversidade

Redugdo da
Minimalizac&o exposicéo
da poluicdo 3 pesticidas
da agua

Redugdo da
exposi¢éo
a pesticidas

Minimalizag&o
da poluigdo
da agua

Empregabilidade

Empregabilidade -
de méo de obra

de méo de obra

Lucro Lucro

Servn;_os ao Custos totais Servigos ao Custos totais
ecossistema ecossistema

O comprimento das pétalas representa qualitativamente o nivel do desempenho de
sustentabilidade em relacdo aos quatro circulos que representam 25, 50, 75 e 100
%. As pétalas laranjas representam areas de producdo; as azuis, areas de
sustentabilidade ambiental; as vermelhas, de sustentabilidade econémica; e verdes
de bem-estar.

Fonte: Adaptado de REGANOLD; WACHTER (2016).

O uso dos produtos quimicos esta diretamente relacionado com a | e |l
Guerras Mundiais, e a Guerra do Vietnan. Esta ultima foi marcada pelo uso do
agente laranja, que ocasionou sequelas nas geracfes descendentes dos individuos
expostos ao produto, tais como auséncia de membros. Estes conflitos deixaram ao
seu término um enorme estoque de venenos, que tiveram seu uso intensivo na
agricultura incentivado por profissionais, como o engenheiro agrbnomo Norman
Ernest Borlaug, ganhador do prémio Nobel da Paz em 1970. Um exemplo é o
fésforo, que foi e continua sendo usado em guerras para causar lesdes e efeitos
sistémicos muitas vezes fatais, e que também é utilizado na agricultura (BARNARD,
2017; KHATOUNIAN, 2001; KNABBEN, 2016).

Foi nessa época, na década de 1970, que o cultivo convencional foi
alavancado no Brasil, incentivado por meio do crédito rural subsidiado e
condicionado ao uso de agrotoxicos pelos militares, sendo divulgado como a face do
progresso (KHATOUNIAN, 2001).

Esses produtos causam efeitos indesejaveis nas plantas por causar disturbios

metabolicos, como a desregulacdo da protedlise e proteossintese, levando ao
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excesso de substancias simples sollveis e livres na seiva e no suco celular, como
esterdis, aclcares, aminoacidos e vitaminas. Isso propicia as “pragas”, tais como
insetos, acaros, nematoides, fungos e bactérias, os alimentos que conseguem
digerir mais facilmente, uma vez que n&o possuem enzimas capazes de digerir
substancias complexas presentes em plantas saudaveis e bem nutridas. E quem se
alimenta de plantas doentes, tem uma nutricdo deficiente (KNABBEN, 2016).

Em contrapartida, a agricultura organica moderna surgiu na década de 1960
por meio de lentas e gradativas alteracdes, buscando alternativas aos sistemas de
producao vigentes. O termo “agricultura organica” foi definido por meio da fundacéao
da Federacédo Internacional dos Movimentos de Agricultura Organica — IFOAM, em
1972, que passou a estabelecer normas proibindo o uso de agrotdxicos e restricdo
de adubos quimicos, incluindo acdes de conservacdo dos recursos naturais e
aspectos éticos nas relacbes sociais e no trato com os animais, além de certificar
com selo que comprovava o manejo organico dos produtos (KHATOUNIAN, 2001;
SANTOS; MONTEIRO, 2004).

De acordo com a Lei n® 10.831, de 23 de dezembro de 2003, considera-se
como produto organico ou produto da agricultura organica, seja ele fresco ou
processado, aquele obtido por meio de sistema orgéanico de producdo agropecuario
ou oriundo de processo extrativista sustentavel e nao prejudicial ao ecossistema
local. O conceito de organico abrange os sistemas denominados: ecoldgico,
biodindmico, natural, regenerativo, biolégico, agroecoldgico, permacultura, entre
outros. Nao se utiliza organismos geneticamente modificados, nem radiacbes
ionizantes em qualquer fase do processo de producdo (BRASIL, 2003).

Os produtos organicos, para sua comercializacdo, devem ser certificados por
organismo reconhecido oficialmente, porém, sendo facultativa em alguns casos de
venda direta aos consumidores, em que o0s produtores atendam a certas
especificacdes, como estar inserido em processos proprios de organizacdo e
controle social e assegurar a rastreabilidade dos produtos (BRASIL, 2003).

A fertilidade é funcéo direta da matéria organica contida no solo. Assim, a
prépria atividade biol6gica presente nos compostos biodegradaveis existentes no
solo possibilita o suprimento de elementos minerais e quimicos necessarios ao
desenvolvimento dos vegetais cultivados e, consequentemente, diminuindo o0s
desequilibrios resultantes da intervencdo humana. O foco da agricultura organica é a

preservacgao da vida e o reconhecimento do solo como fonte de vida, assim como o



54

uso saudavel da agua e do ar (BRASIL, 2003; ORMOND et al., 2002; PENTEADO,
2003). Para tal, faz uso de técnicas ancestrais e modernas, também.

Com essa visdo de que o solo é vivo, almeja-se uma alta biodiversidade
contida nele. O cultivo organico engloba boas praticas de manejo ambiental, onde o
papel do agricultor ndo se resume a seguir passos simplificados, mas também
envolve reflexdo, onde se procura os porqués dos acontecimentos. Nesse sentido, a
agroecologia era e continua sendo um conceito revolucionario. Este tipo de cultivo
demanda do produtor determinacdo e perseverangca para encontrar solugdes,
enquanto o convida a ser autor de seu préprio romance a adotar atitudes cidadas
cujos resultados beneficiam a sociedade como um todo (KHATOUNIAN, 2001;
KNABBEN, 2016).

O termo agroecologia ganhou forca na América Latina com o objetivo de
fortalecer politicamente os pequenos agricultores. Atrelado a esse conceito, vale
ressaltar que o desenvolvimento dos organicos é mais rapido e tecnicamente mais
sélido, com a presenca de politicas publicas especificas para seu fomento
(KHATOUNIAN, 2001).

A producgdo organica no Brasil inclui soja, aguar mascavo e café, como os
principais itens exportados, e ainda hortalicas, frutas (banana, citrus, caju), cereais
(milho, arroz, trigo), leguminosas (feijdo, amendoim), dendé, erva-mate, plantas
medicinais, e outros de menor expressao quantitativa, como a producao animal de
aves, bovinos, suinos e produtos apicolas (KHATOUNIAN, 2001).

Schuphan (1974) na Alemanha, durante um periodo de doze anos, comparou
qualidade nutritiva apOs aplicacdo de fertilizantes organico e convencional na
producéo de espinafre, batata, cenoura e repolho. Houve um decréscimo de 24% na
produtividade, quando se utilizou adubo organico, em compensac¢ao, observaram-se
acréscimos de matéria seca (23%), proteina (18%), vitamina C (28%), acucares
totais (19%), metionina (23%), ferro (77%), potassio (18%), calcio (10%) e fosforo
(13%). Inversamente, verificou-se o decréscimo do sédio (12%) e do nitrato (93%).

Worthington (2004) analisou estatisticamente dados da literatura comparando
teores nutricionais de alimentos cultivados de forma organica e convencional e
concluiu que os primeiros continham maiores teores de vitamina C, Fe, Mg, e P e
menores de nitratos, além de melhor qualidade protéica.

Mitchell e colaboradores (2007) analisaram teores dos flavonoides quercetina

e campferol, em tomates, com cultivos organico e convencional, por 10 anos.
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Concluiram que o0s organicos apresentaram teores 79 e 97% superiores,
respectivamente.

Ren e colaboradores (2017) estudaram, por seis anos, duas cultivares de
cebola (‘Hyskin’ e ‘Red Baron’), comparando teores de antocianinas e de flavondides
e respectivas atividades antioxidantes. Concluiram que os produtos organicos
tinham maiores teores de flavonoides, de quercetina 3,4 D e de quercetina 3-G e
maior atividade antioxidante, sendo que a cultivar ‘Red Baron’ era superior a
‘Hyskin’.

Pesquisas continuam sendo realizadas no intuito de comprovar a
superioridade em termos de qualidade nutricional dos alimentos organicos em
relacdo aos convencionais: detectando maior disponibilidade proteica, maior
abundancia de &cidos organicos ndo nitrogenados — ligados ao sabor, acarretando
em melhora do ponto de vista sensorial - maiores teores de micronutrientes, tais
como vitamina C, célcio, molibdénio, selénio, manganés e magnésio, e menores
guantidades de nitratos emetais pesados, como aluminio, chumbo e mercurio.
Também sao discutidos outros aspectos, tais como resisténcia pos-colheita e
auséncia de toxicidade (MINGUETTI, 2012).

A modernizacdo agricola leva a desconexdao dos sistemas agroalimentares
com a natureza, resultando em erosao da diversidade fitogenética pela substituicdo
do germoplasma nativo por outras novas cultivares de “alta produtividade”. A medida
que se intensifica artificialmente o uso do solo e se transforma radicalmente sua
vocacao, fatores ecolégicos, como a diversidade biolégica, a capacidade do
ecossistema de reter agua, solo, nutrientes e CO2 sdo reduzidos consideravelmente,
0 que também altera significativamente os diferentes processos fisicos, quimicos e
biolégicos inerentes ao sistema. O antidoto é a promocdo da reconexao entre
agricultura e natureza, de atividades inspiradoras permitindoo desenvolvimento da
criatividade, com diversidade bioldgica e cultural, acompanhado da distribuicdo mais
equilibrada de terras (TOLEDO; BARRERA-BASSOLS, 2015).

O Brasil tem papel primordial nesse contexto, levando em conta que é o pais
biologicamente mais rico do mundo, com o0 numero de espécies de seres vivos
estimada entre 1,4 a 2,4 milhdes, e apresenta, por outro lado, uma das maiores
concentracbes de terra e renda. No mundo, 0os pequenos agricultores produzem
mais de 70% do alimento humano, sendo que 16 % dos donos de terras possuem 76
% das areas utilizadas (TOLEDO; BARRERA-BASSOLS, 2015). Além disso, estima-
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se que o Brasil tenha 168 milhdes de hectares de pastagens, sendo que, segundo o
Dr. Moacyr Dias Filho, pesquisador da EMBRAPA, metade estaria com alta
degradacéo e 30 % mediamente degradadas, com apenas 300 mil hectares de
Integracdo Lavoura Pecuaria e Floresta (ILPF) (INFOMONEY, 2016).

Com o uso justo, racional, cultural e tecnologico, com atividades como: a
fixacdo de nitrogénio no solo por microrganismos, reducdodo uso de adubos
quimicos, uso de compostagem, controle biolégico de doencas e pragas, producéo

em agroflorestas, e ILPF se pode aumentar a produtividade com sustentabilidade.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) — PR, com excessao das analises de cromatografia, as quais foram
feitas no Laboratério de Desenvolvimento e Instrumentacdo e Metodologia Analitica
da UEL edamicroscopia eletrbnica de varredura, quefoi conduzida no Laboratorio de
Microscopia Eletrénica e Microanalise, da UEL (LMEM/ PPPG-UEL).As analises

quimicas de minerais foram conduzidas no LaborSolo, em Londrina - PR.

4.1 Material

Os seguintes ingredientes foram utilizados como matéria-prima para
elaboracao das bebidas fermentadas por kefir de agua (Figura 8):

e Agua mineral (DaFonte; Anexo A);

e Acucar mascavo organico* (Planeta Verde, Anexo B, Anexo E);

e AcUcar mascavo convencional* (Planeta Verde, Anexo C, Anexo E);

e Apolpa de jabuticaba foi adquirida pasteurizada e congelada
(DeMarchi, Anexos F e G); e

e Os graos de kefir de agua de cultura mista, que foram utilizados como
in6culo, foram obtidos por meio de doacdo proveniente de cultivo

artesanal no municipio de Londrina — PR.

*Acucares produzidos a partir de cana cultivada no municipio de Lucélia, Sdo Paulo -

Brasil, com as caracteristicas apresentadas no anexo D.
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Figura 8— Matérias primas utilizadas no experimento

Fonte: Prépria autora, 2017.

4.2 Métodos

4.2.1 Elaboragao da bebida fermentada por kefir de agua

Para definir as formulagbes, testes preliminares foram realizados com
diferentes substratos: acucar cristal, acucar mascavo, mel e melado. Concluimos
gue seria mais viavel o estudo com acucar mascavo, inclusive foi perceptivel que os
graos se comportavam de maneira distinta com o mesmo tipo de agucar e diferentes
marcas. Também foram testadas diferentes concentracfes de acucar, graos de kefir
de agua e polpa de jabuticaba (dados nao publicados).

Antes de iniciar o experimento, foi realizada adaptacédo dos graos de kefir de
agua, utilizados como in6culo, em solugcdo de agua mineral com acglcar mascavo
organico ou comacucar mascavo convencional, completando trés ciclos de repiques.
Os grédos foram repicados em solucéo de 60 g.L* de cada tipo de agucar a 25 °C por
24 h. As solucbes foram previamente esterilizadas (121°C por 15 minutos). A
fermentacdo do kefir de agua foi realizada sem agitacdo, em duas etapas, e foi

seguindo os procedimentos demonstrados no fluxograma da Figura 9.
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Figura 9 — Fluxograma da metodologia de trabalho.

Recebimento das matérias primas

Agucar mascavo
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Polpa de Jabuticaba
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&

Armazenamento sob refrigeragdo por8 h

*pH, acidez total titulavel, acidos organicos, sdlidos sollveis totais, carboidratos, cor nos tempos 0, 8,
16, 24, 32, 40, 48 e 56 h; minerais nos tempos 0 e 56 h
Fonte: Prépria autora, 2017.

4.2.1.1 Primeira etapa da fermentacgao

Na primeira etapa adicionou-se o inéculo (graos de kefir de agua) e a polpa
de jabuticaba, a 25 °C, no mosto previamente esterilizado, em frascos reagentes de
vidro de 500 mL, com tampa de rosca. A incubagéo foi mantida a 25 °C por 24 h,
sendo que as tampas dos frascos reagentes foram mantidas semifechadas. As
formulacbes foram elaboradas conforme a Tabela 7. A polpa de jabuticaba foi
descongelada antes de ser utilizada nas formula¢cdes OJ (kefir de agua fermentado
com agucar mascavo organico e jabuticaba) e CJ (kefir de dgua fermentado com

acucar mascavo convencional e jabuticaba).
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Tabela 7 - Formulacédo dos tratamentos (produtos).

Ingredientes do mosto Tratamentos

o Cc oJ CcJ
Agua mineral (mL) 470 470 470 470
Acgucar mascavo organico (g) 30 - 30 -
Acgucar mascavo convencional(g) - 30 - 30
Polpa de Jabuticaba(g) - - 30 30
Graos de kefir de agua (g) 30 30 30 30

O = agucar mascavo organico; C = agucar mascavo convencional; OJ = agucar mascavo
organico com jabuticaba; CJ = agUcar mascavo convencional com jabuticaba.

4.2.1.2 Segunda etapa da fermentagao

Uma segunda etapa foi realizada, por meio da passagem do contetdo obtido
no fim da etapa anterior por filtro qualitativo. O filtrado de cada frasco foi envasado
em garrafasde vidro ambar, com volume util de 500 mL, lacradas com tampas flip-
top, para a retencao do gas formado durante a fermentacéo, e incubadas a 25°C, por
24h. ApoGs essa etapa de incubacéo, as garrafas foram refrigeradas por 8h a 4°C
para estabilizacdo, sendo estas as bebidas consideradas prontas para 0 consumo.
Os principais objetivos desta etapa séo: retirada de constituintes granulados (graos
de kefir, fragmentos de jabuticaba), continuacdo do processo fermentativo e

carbonatacao das bebidas.

4.2.1.3 Refrigeragao

ApoOs a segunda etapa, as garrafas foram refrigeradas por 8h a 4°C para
estabilizacdo, pois estavam prontas para o0 consumo e esta é uma temperatura em

gue habitualmente bebidas fermentadas sdo consumidas.

4.2.2 Delineamento experimental, andlise estatistica eamostragem

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, com 3 repeticdes. As 4 diferentes formulagdes

desenvolvidas foram monitoradas a partir do tempo 0 (imediatamente apds



61

inoculacdo dos graos e homogeneizacdo com demais ingredientes das formulacdes)
e foram analisadas a cada 8 h, até 56 h. Dessa forma, na primeira etapa as
formulac6es foram analisadas em 4 tempos (0, 8, 16 e 24 h), na segunda etapa em
3 tempos (32, 40 e 48 h) a temperatura de 25 °C, e, finalmente, a Ultima coleta de
amostras foi realizada no tempo final, apés estar submetida entre 48 e 56 h a
temperatura de 4 °C.

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram sélidos sollveis totais e pH,
com trés réplicas por repeticdo; acidez total titulavel, com 2 réplicas por repeticdoe
parametros de cor, com 5 réplicas por repeticdo. Para carboidratos e &acidos
organicos, os dados foram coletados em 2 repeticbes, com uma avaliacdo por
repeticdo. Para minerais, foram coletadas amostras no tempo inicial e final, com trés
repeticdes, sendo o valor da repeticdo a média de 2 réplicas.

A microscopia eletronica de varredura foi realizada nos graos depois de
decorridas 24 h de fermentacao.

As analises de variancia (ANOVA) e os testesde Tukey para comparagao
multipla das médias, em nivel de 5% de significAncia (p<0,05), foram feitas
empregando-se o software R. Os pontos de minima e méaxima abordados foram

obtidos por meio da submissao dos dados a Equacéo 1.

Xv=-b/ (2a) (Equacéo 1)

4.2.3 Avaliag6es dos parametros fisico-quimicos

4.2.3.1 pH

A determinacédo de pH foi feita por meio de potenciébmetro digital (Gehaka,

PG2000, Brasil), previamente calibrado com soluc¢des tampdes pH 4,00 e 7,00.

4.2.3.2 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada por titulometria com solucdo de
hidroxido de sédio 0,1 M (padronizada), indicador fenolftaleina, conforme o método
942.15A da AOAC (2012). A acidez foi expressa em solucdo molar.100 mL.



62

4.2.3.3 Determinacéo de &cidos organicos

Os é&cidos organicos(latico, acético, citrico e succinico)foram determinados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) em sistema instrumental
Shimadzu LC 20 A (Kyoto, Japao), constituido por bomba de alta pressdo LC-20AT,
injetor automético SIL-20AC HT, detector de indice de refracdo RID-10A, detector de
arranjo de fotodiodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e mdédulo de controle
CBM-20A. Para as andlises utilizou-se coluna cromatografica ShiseidoCapCellPak
5u C18 MG 250 x 4,6mm. A fase movel consistiu em solugdo tampao fosfato de
s6dio 25mM, com pH ajustado para 2,4 na vazdo de 1,0 mL min’, a temperatura da
coluna foi mantida a 30°C e o volume de injecdo em 20uL. A deteccao foi realizada
simultaneamente nos detectores RID-10A e SPD-M20A, foiprogramado em
comprimento de onda fixo de 215nme no modo de varredura de 200 a 400nm. Os
dados foram processados com o auxilio do Software LC Solutions (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japédo) (REUTER, 2017).

A identificacdo dos picos foi realizada por comparacéo do tempo de retencao
dos padrbes de acido latico, acético, citrico e succinico com os dos picos
observados nas amostras analisadas sob as mesmas condi¢cdes. Os resultados

foram expressos em mg. mLL.

4.2.3.4 Solidos solaveis totais (SST)

A determinacéo dos solidos sollveis totais, expressos em °Brix, foi medida em
refratbmetro de bancada (Metler Toledo - LiquiPhysics™ Excellence RM40, United
Kingdom) de acordo com o método 932.12 da AOAC (2012).

4.2.3.5 Carboidratos

Os carboidratos foram analisados por CLAE (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japao) composto de bomba de alta pressao (LC-20AT); injetor automatico (SIL-
20AC HT), na vazédo de 1,0 mL.min’t, com volume de injecdo ajustado para 20 pL;

detector por indice de refracdo (RID-10A); forno de coluna (CTO-20A) mantido em
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temperatura constante de 85°C; mdédulo de controle (CBM-20A) e coluna de troca
idnica Aminex HPX-87P (7,8 x 300 mm na forma i6nica Pb*?, Biorad, CA, EUA). Para
esta andlise, utilizou-se como fase moével agua ultra pura (Mili-Q(R)), por apresentar
melhor resolucdo cromatogréfica e melhor simetria de picos. A aquisi¢cdo de dados e
a integracao dos picos cromatograficos foram realizadas com o auxilio do software
LC Solutions (ShimadzuCorporation, Kyoto, Japao) (PAULI, CRISTIANO, NIXDORF,
2011).

A identificacao dos picos foi realizada por comparacéo do tempo de retencao
dos padrbes de sacarose, glicose e frutose com os dos picos observados nas
amostras analisadas sob as mesmas condi¢fes. Os resultados foram expressos em

mg.mL™.

4.2.4 Determinagao de minerais

Um grama de cada amostra foi pesado e transferido para erlenmeyer de 250
mL. Adicionou-se agua destilada suficiente para cobrir a amostra e acrescentou-se
10 mL de &cido nitrico concentrado. As amostras foram colocadas em chapa de
aguecimento por aproximadamente 10 min, evitando a fervura. Adicionou-se 4mL de
peréxido de hidrogénio. Em seguida, realizou-se etapa de digestdo por
aproximadamente 40 min, por meio da adicdo de5 mL de &cido cloridrico
concentrado. O material digerido em temperatura ambiente foi passado em papel
filtro quantitativo para baldo volumétricode 50 mL e completou-se o volume com
agua destilada. Procedeu-se a leitura das amostras em Espectrometro de Emissao
Atdmica com Fonte de Plasma para os seguintes minerais: P, K, Ca, Mg, S, Na, Cu,
Fe,Zn, Mn, B, Ni, Cr, Mo, Pb, Co e Cd(ICP-OES)(PerkinElmer - Optima 8300, EUA)
(APHA, 2012).

4.2.5 Analise colorimétrica

As cores das amostras das bebidas fermentadas por kefir de 4gua foram
determinadas em um colorimetro (Konica Minolta, Chroma Meter CR-4000, Jap&ao)
com iluminante D65 (luz natural do dia), que foi calibrado utilizando placas brancas.
As amostras foram analisadas em um angulo de 45° de iluminacdo e 10° de

observacdo, a 25° C. As amostras foram colocadas em cubeta propria do
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equipamento, com volume de 16 cm?3 em quantidade suficiente para cobrir o
menisco da mesma. As leituras foram realizadasdiretamente no equipamento e 0s
valores (L*, a*, b*, C* e H*), expressos no sistema CIELab (ABNT, 1992; LAWLESS;
HEYMANN, 1998). Os parametros Hue e c* sdo apresentados direto pelo aparelho,
tendo sido determinados segundo as equacdes 2 e 3.

Hue = arctan (b*/a*) (Equacéo 2)

C* = [(a*)2 + (b*)2]%° (Equacéo 3)

A diferenga total de cor (AE), que dimensiona a alteracdo de cor entre as
formulacdes avaliadas, e entre os diferentes tempos, foi determinada pela Equacéo
4.

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]%5 (Equacéo 4)

O sistema CIELab tem como base os valores triestimulos do observador
padrdao em composicao com a distribuicdo espectral do iluminante e com a curva de
reflectancia do objeto. O diagrama da tonalidade cromética (H*), que identifica as
cores, mostra a localizacdo da cor em um diagrama onde o angulo tem 3 eixos: 0
vertical representa a Luminosidade ou brilho (L*), que varia de 0, com total absorcéo
da luz (preto), até 100, com total reflexdo (branco). As coordenadas a* e b* séo
responsaveis pela cromaticidade ou saturacdo (C*), que indica a intensidade da cor,
e é o0 desvio a partir do ponto correspondente ao cinza, no eixo L*, definido pela
distancia de H* ao centro do diagrama tridimensional (Figura 10), sendo o zero no
centro e aumentado de acordo com a distancia. No eixo a, a 0° temos o vermelho
(+a*), a 180°, o verde puro (—a*) e no eixo b, a 90°, o amarelo puro (+b*), e a 270°, o
azul puro (-b*) (SINGH; PARWATE; SHUKLA, 2009).

Figura 10 - Diagrama tridimensional de Colorimetria — CIELab.
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L=0
Branco

+b =90
Amarelo

.a= 180 -b= 270
Verde Azul

L =100
Preto

Fonte: Adaptado de SINGH; PARWATE; SHUKLA (2009).

4.2.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as andlises de MEV, o material foi fixado em glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2% em tampéao cacodilato de sddio 0,1N, pH 7,2, por um periodo de
12 h a temperatura ambiente. Apés a fixagdo primaria, as amostras foram passadas
por tréslavagens em tampdo cacodilato de sodio, poés-fixadas em solugdo de
tetroxido de 6smio 1 % no mesmo tampdo, por 2 h a temperatura ambiente e
novamente lavadas em tampdo. Em seguida o material foi desidratado em série
alcodlica crescente e seco ao ponto critico no CPD 030 critical point dryer (BAL-TEC
AG, Balzers, Liechtenstein). As amostras secas foram montadas em stubs de
aluminio usando fita de carbono e cobertas com ouro (Sputter coater — Baltec SCD
050). As imagens foram obtidas utilizando o microscépio eletrénico de varredura FEI
— Quanta 200 (GUERGOLETTO et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Monitoramento dos Parametros Fisico-quimicos Durante a Elaboragcao das

Bebidas Fermentadas por Kefir de Agua

5.1.1 Acidez

A analise de variancia (ANOVA) para os seis parametros relacionados a
acidez (pH, acidez total titulavel: ATT, acido latico: AL, acido acético: AA, acido
citrico: AC e &cido succinico: AS) avaliados nas quatro formula¢cfes elaboradas por
kefir de agua, em oito tempos (Apéndice A), demonstra que houve efeito significativo
(p<0,001) em todas as formulacdes, tempos e interacdo formulacdo x tempo. Os
coeficientes de variacdo (CV) obtidos para estas seis caracteristicas relacionadas a
acidez variaram entre 0,77 % para o pH, 6,06 % para ATT, 3,65% para AL, 4,14%
para AA, 4,85% para AC e 5,51% para AS. Estes valores indicam boa precisao
experimental. A Figura 11 apresenta os parametros relacionados a acidez nas
formulacdes fermentadas por kefir de agua, monitoradas ao longo do tempo.

As andlises das matérias primas (acUcar mascavo convencional, aclcar
mascavo organico e polpa de jabuticaba), apresentaram valores entre 0 e 0,15 g.L"
!para os &cidos organicos analisados, com excecdo do &cido citrico na polpa de
jabuticaba (0,60 g.L'') (Apéndice B). Portanto, é possivel constatar que o aumento
dos acidos organicos foi decorrente do processo fermentativo, com excessao do
acido citrico, que faz parte da composicao da jabuticaba.

As quatro formulacdes avaliadas neste estudo apresentaram diminuicdo do
pH com o passar do tempo. Este resultado foi decorrente de metabdlitos oriundos do
processo da fermentacdo dos substratos, com a producdo dos acidos organicos. As
médias para estes resultados estao apresentadas no Apéndice C.

Em relacdo ao pH, todas as formulacdes avaliadas no produto final (56 h)
apresentaram diferenca significativa. Ao longo do tempo, estes valores n&o diferiram
estatisticamente a partir de 40 h de fermentacdo, com excecdo do kefir preparado
com acucar convencional, em que este valor se manteve a partir de 48 h.O menor
valor de pH para as diferentes bebidas foi alcancado no tempo de 40 h (Figura 10), a
partir deste tempo o valor do pH permaneceu constante. Ao final de 56 h a bebida C
apresentou o menor pH (3,71), seguida de CJ (3,78), O (3,91) e OJ (3,98) (Apéndice
C).
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Figura 11 — Parametros relacionados a acidez!, em quatro formulagées?
fermentadas por kefir de agua, em oito tempos.
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IA- pH; B- acidez total titulavel; acidos organicos: C- 4cido latico; D- acido acético; E-
acido citrico; eF- acido succinico.

20 = kefir fermentado com aclcar mascavo organico; OJ = kefir fermentado com
acucarmascavo organico e jabuticaba; C = kefir fermentado com acucar mascavo
convencional; eCJ = kefir fermentado com agucar convencional e jabuticaba.
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Observamos que a acidez total titulavel e os teores dos acidos latico, acético
e succinico apresentaram valores crescentes ao longo do tempo de fermentacéo
(Figura 11). O &cido citrico apresentou tendéncia decrescente até 16 h. No tempo de
56 h, os produtos O e C apresentaram valores maiores de &cido latico e é&cido
acético e menores teores de acido citrico e acido succinico, quando comparados
com os produtos OJ e CJ (médias: Apéndice C; Cromatogramas: Apéndice D).

Chama a atencéo a influéncia da jabuticaba no visivel aumento, em cerca de
30 vezes, da produgéo de 4cido succinico nos tratamentos onde a polpa da fruta
estava presente, uma vez que € um eficiente antioxidante, normaliza o0 metabolismo
energético, tem o potencial de eliminar determinados microrganismos indesejaveis,
ao mesmo tempo que aumenta os desejaveis, além de ter possiveis efeitos contra
cancer de endométrio (DA SILVA-MAIA et al, 2018; IPLIK; CATMAKAS;
CAKMAKOGLU, 2018; RADKOWSKI, ZDRODOWSKA, GOMOLKA-PAWLICKA,
2018).

Ao produzir vinho a partir de jabuticaba com Saccharomyces cerevisiae, Dias
e colaboradores (2016) observaram, apos 168 h, decréscimo da sacarose (99,9), e
aumento na producao de AA (736%) e AS (360%). Também ocorreu reducao do AC
(31%), provavelmente pela sua metabolizacéo pela levedura como fonte de carbono
e energia. Posteriormente, aplicou as bactérias A. aceti e G. oxydans imobilizadas
para produzir vinagre.

Randazzo e colaboradores (2016) utilizaram grdos de kefir de agua na
fermentacdo estatica, a 25°C, por 48 h, de seis diferentes sucos de frutas do
mediterraneo: maca, uva, kiwi, roma, fruto da palma forrageira e marmelo. Os teores
de pH atingiram valores de 4,04+0,08, 3,81+0,04, 3,48+0,03, 3,89+0,08, 4,11+0,07, e
3,62+0,05, respectivamente. Estes valores estdo proximos aos que obtivemos.

Na bebida preparada em temperatura ambiente, com 1,2 g de graos obtidos
da Pastoral da Crianca, em Aracaju, Sergipe, Brasil, com de 15 g.L'de acUcar
mascavo, o pH variou de 6 até 4 entre o tempo O h e 48 h de fermentacg&o (SILVA et
al., 2009), portanto, dentro do esperado.

Laureys e de Vuyst (2014) relataram em seu estudo de fermentacao de kefir
de 4gua (condicdes de fermentacdo conforme Tabela 3), que partiu de um valor de
pH de 4,85+0,01 e atingiu 3,45+0,01, apds 72 h de fermentacédo e a tendéncia de
decréscimo desta medida foi vagarosa até alcancar o valor de 3,35+0,01, apos 192 h

de fermentacdo. Comparando com nossos resultados, estdo de acordo. Nao
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atingimos pH tdo baixo provavelmente porque avaliamos até 56 h, apenas. No
trabalho de Laureys e de Vuyst (2014) aproducdo de AL e AA foi crescente,
principalmente até 72 h de fermentacdo, sendo que o primeiro foi produzido em
maior quantidade, com 15 g.L?, e 3 g.L! para o ultimo.No nosso trabalho, foi
alcancado o maximo de 1,8 g.L! de AL, para O em 48 he 0,0297 g.L! de AA,
também para O em 48 h.

Magalhdes e colaboradores (2010) (condi¢cdes de fermentacdo conforme
Tabela 3) obtiveram valores de pH entre 5,6 a 4,1 para o tempo inicial (O h) e final
(24 h) de fermentagéo, respectivamente. A ATT variou de 0,02 a 0,07 g.100 mL* ao
longo do tempo. O AL variou entre 0,2 a 1,75 mg. mL1, semelhante aos resultados
encontrados em nosso trabalho, para os tratamentos sem jabuticaba (0,19 a 1,8 g.L"
lentre 0 h e 48 h). O AA iniciou com teor préximo a zero e atingiu 1,4 mg. mL* (24
h), valores superiores aos encontrados neste trabalho (em torno de 0,02 g.L! para
24 h). O AA em baixas concentracfes (<1,0 g / L) proporciona um sabor agradavel e
inibe o desenvolvimento de microorganismos indesejaveis ou patogénicos (DIAS et
al., 2016).

Monar e colaboradores (2014) encontraram valores de 0,71, 0,86 e 1,71
mg.mL™* para AL em 24, 48 e 72 h de fermentagdo, a 30 °C, respectivamente,
(Tabela 3). Harta e colaboradores (2004), em experimento com 42 g.L* de sacarose,
observou que 8,71 g.L*de AL foram produzidos no processo de fermentacdo, em 24
h, a 30 °C.

Ao comparar os trabalhos encontrados na literatura e o presente estudo,
observa-se que todos os tipos de bebidas tém em comum a caracteristica acida ao
final do processo fermentativo, sejam elas elaboradas por diferentes fontes de
sacarose, por frutas, ou pela combinacdo de fruta e aglcar, como se espera que
ocorra apés o processo fermentativo.

A producdo de acidos organicos, em conjunto com outros metabdlitos,
concedera atributos sensoriais caracteristicos aos produtos fabricados com kefir de
agua. Portanto, ao avaliar a aceitacdo de tais formulagcdes, deve-se considerar que
as preferéncias de gosto e sabor podem ser bastante diferentes entre grupos
especificos da populacdo e entre individuos, sendo que o que alguns consideram
como deterioracdo, pode ser desejavel por outros (BOURDICHON et al., 2012).

Dessa forma, o uso de acgucar mascavo organico e de frutas na elaboracéo do kefir
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podem conferir caracteristicas especificas, quanto a composicao, sabor e cor, para

0s produtos finais.

5.1.2 Perfil de Agucares

A ANOVA para as quatro caracteristicas relacionadas aos agucares avaliadas
no kefir de agua para as quatro formulacdes em oito tempos (Apéndice E) mostra
qgue houve efeito significativo (p<0,001) para todas as caracteristicas estudadas,
para todos as formulacfes, tempos e interagdo produto x tempo. Os coeficientes de
variacdo variaram entrel,61 % para soélidos sollveis totais, 4,42 % para sacarose,
4,33 % para glicose e 5,43 % para frutose.

Com base nas analises obtidas por cromatografia, nas matérias-primas, o
acUcar organico apresentou maiores teores de sacarose (53,33 g.L!) e menores
teores de glicose (0,25 g.L?) e frutose (0,40 g.L 1), quando se compara com o aclcar
convencional nos quais os valores foram de 52,61, 0,93, e 0,82 g.L7,
respectivamente. A polpa de jabuticaba apresentou teor inferior de sacarose (1,5 g.L
1) e superiores de glicose (1,7 g.L?) e frutose (2,6 g.L!), quando comparado com os
acucares (Apéndices F, G e H, e Figura 12).

Considerando-seas quatro formulacdes, os teores de solidos solUveis totais e
sacarose foram decrescentes, ambos atingindoos menores valores no tempo
proximo a 46 h. O tratamento O diferiu estaticamente dos demais em relacdo aos
SST no tempo 56 h, demonstrando uma maior taxa de consumo pelos
microrganismos presentes (reducdo de 34 %), sendo que C apresentou reducédo de
26 %, e CJ e OJ de 29 %.

Ao longo do tempo, a conversao de sacarose se estabilizou a partir de 32 h
para formulacdo O e as 40 h para C e CJ. Os teores de glicose e frutose foram
crescentes, com maximo de 40 e 45 horas, respectivamente (médias: Apéndice F;
Figura 11). Essas mudancgas influenciam no sabor, uma vez que oscilagdes no
contelido de sacarose a partir de 1,35 g.L*! ja sdo detectadas por ndo diabéticos
(DIAS et al., 2016).

A transformacdo dos componentes do meio em produtos ocorre gracas as
atividades de diversas enzimas que sdo sintetizadas pelos proprios microrganismos.

No contexto de uma fermentacdo mista, é dificil apontar com precisdo quais enzimas
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e rotas metabdlicas especificas estdo sendo utilizadas. Porém, é possivel que a
hidrolise da sacarose tenha sido realizada, provavelmente, por meio da enzima
invertase extracelular, proveniente das leveduras, da invertase intracelular e da
enzima glucanosucrase das bactérias, em teoria, resultando no aumento dos
acucares redutores glicose e frutose. Esse fato foi constatado por meio da reducéo
do teor de sacarose de 93, 80, 83 e 79%, para O, OJ, C e CJ, respectivamente.

O aumento da glicose (g.L™?) foi de 600, 239, 309 e 130 %, para O, OJ, C e
CJ, respectivamente; e o aumento da frutose (g.L™!) foi de 1.115, 206, 139 e 51 %,
para O, OJ, C e CJ, respectivamente, do inicio (0 h) ao final do monitoramento (56
h). Portanto, com acucar organico houve fermentacdo mais efetiva. Ainda analisando
0S acucares redutores, € possivel constatar que a presenca de frutose detectada no
meio € superior em relacdo a glicose. Apos serem disponibilizados através da
hidrélise da sacarose, os agucares redutores sdo submetidos a acdo das enzimas
glicoliticas, resultando em diferentes metabdlitos, como: etanol, CO2, &cidos
organicos (Figura 4). O maior consumo de glicose em relacdo a frutose pode ser
justificado em parte pela maior eficiéncia que as leveduras tém em utiliza-la como
substrato, o que leva a ser catabolizada preferencialmente e inibe a quebra de
frutose. Também devido a sua utilizacdo pelas bactérias produtoras do polimero
(dextran) responsavel pela formacao dos gréaos (item 3.1.3).

Ao comparar a mudanca ocorrida nos valores de acucares totais entre o
tempo inicial e final e entre as quatro formulacfes, é possivel constatar na ANOVA
gue o guadrado médio para as fontes de variacdo produto e tempo, apresentou
efeito significativo em nivel de 0,001, e para interacdo produto x tempo (p<0,05). O
coeficiente de variacdo para essa caracteristica foi de 3,24%, indicando precisao
experimental (Apéndice 1). Considerando-se 0s quatro produtos, os teores de
acucares totais foram no tempo final (média 30,5 g.L-1), aproximadamente, metade
dos encontrados no inicio do processo (média 64,8 g.L-1). No tempo final, a
formulacdo com kefir fermentado com acglcar mascavo organico apresentou 0 menor
teor (25, 7 g.L-1) (Apéndice J).
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Figura 12 — Consumo dos substratos em 4 formulacdes e oito tempos.
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A- Sélidos soluveis totais; B — sacarose; C — glicose; e D- frutose.

10 = kefir fermentado com aglcar mascavo organico; OJ = kefir fermentado com
acucarmascavo organico e jabuticaba; C = kefir fermentado com acucar mascavo
convencional; eCJ = kefir fermentado com aglcar mascavo organico e jabuticaba.

Uma porcao de 350 mL de refrigerante sabor cola, referente ao contetdo de
uma lata, fornece, por exemplo, 37 g de carboidratos provenientes de acucares
(Apéndice J), extrapolando os 25 g diarios, recomendados pela Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 2015). Em contrapartida, as formulagbes analisadas no
presente trabalho resultaram em valores entre 9,0 e 11,6 ¢g.350 mL™, valores
aceitaveis dentro destas recomendacoes.

Laureys e de Vuyst (2014), em estudo de fermentacdo de kefir de agua

(Tabela 3), iniciaram experimento com um telor de sacarose de aproximadamente 50
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g.L, que foi quase completamente consumida apés 24 h de fermentagdo. A glicose
e frutose apresentaram concentragdo inicial de 14 g.L, sendo que a frutose teve um
valor maximo de 25 g.L* até 24 h, depois iniciou um decréscimo até seu consumo
total em 72 h de fermentacdo. A glicose, porsua vez, teve reduzidos teores até
préoximos de zero, com 48 h de fermentacao.

Os resultados deste trabalho seguem as tendénciasdas observacbfes de
Magalhdes e colaboradores (2010), que acompanharam a fermentacdo de 21
amostras de grdos de kefir de agua, cultivados em solucdo com 5% de acUcar
mascavo, a 25 °C. Os solidos soluveis totais variaram de 5,2 a 4,1 °Brix do tempo
inicial até 24 h de fermentacéo equivalente a uma reducado de 21 %. Para sacarose,
os valores variaram de 40 g.L™* (0 h) para 28 g.L (24 h), equivalente a uma reducéo
de 30%, enquanto nosso trabalho encontrou 80% para a formulacdo com agucar
organico (O) e 68 % para acgucar convencional (C), ap6s 24h e 93 e 83 % apds 56 h,
respectivamente.

Ainda neste trabalho, os acUcares redutores apresentaram concentracfes
crescentes, sendo que o teor de frutose variou de aproximadamente 1,5 g.L* no
tempo inicial, a 5,5 g.L'* (aumento de 367 %) e o de glicose, de 1,2 g.L*ta 3,9 g.L?
(aumento de 325 %) no tempo final de 24 h de fermentacéo, o que é esperado, pois
durante a fermentacdo ocorre a hidrélise da sacarose, com consequente formacéo
de glicose e frutose. Em nosso trabalho, com 24 h de fermentagcdo observamos
aumento percentual para frutose de 1.118 (O), 111 (C), 177 (OJ), e 28 % (CJ); e de
609 (0), 265 (C), 216 (OJ), e 110 % (CJ), para glicose.

5.1.3 Minerais

De acordo com a ANOVA para os minerais analisados no kefir de agua para
quatro bebidas, e em dois tempos, (Apéndice K), observou-se que para produtos,
houve efeito significativo (p<0,001) para P, K, Mg, S, Cu, Mn e B, efeito significativo
(p<0,01) para Ca e Cr, efeito significativo (p<0,05) para Zn e Ni e efeito ndo
significativo para Na e Fe. Em relacdo aos tempos de acompanhamento da
fermentacao, houve efeito significativo (p<0,001) para P, Mg, Na, Zn, Mn, B, Ni e Cr,
efeito significativo (p<0,01) para Ca e Fe, efeito significativo (p<0,05) para Cu e

efeito ndo significativo para K e S. A interagdo produto x tempo teve efeito



74

significativo (P<0,001) para P, Mg, Mn, B e Ni, efeito significativo (p<0,01) para o Cr,
efeito significativo (p<0,05) para Cu, Fe e Zn e nao significativo para K, Ca, S e Na.

Os coeficientes de variacdo das andlises dos minerais variaram de 3,86%
para o P a 21,68% para o Cr. Valores superiores foram encontrados para Ni (26,9
%), Zn (29,7 %) e Cu (40,15 %), presentes em baixas concentracdes nos produtos
avaliados, com médias de 0,1297, 0,2403 e 0, 2567mg.L?, respectivamente
(Apéndice K). Esses valores obtidos sédo esperados para esse tipo de determinacgao
(Laborsolo, Informacao Pessoal, 2017).

Os teores dos minerais analisados em kefir de agua, para quatro bebidas, nos
tempos 0 e 56 horas, estdo apresentadas na Figura 13 e as médias no Apéndice L.
Os teores de P, Ca e Na aumentaram, significativamente, em todas as quatro
bebidas finais. P apresentou maiores aumentos nos produtos com acgucar
convencional (C: 209 % e CJ: 138 %), comparando com o0s contendo acUcar
organico (O: 131 % e 0OJ: 67 %). Para Ca, os resultados foram aumentos
percentuais de 32 (CJ), 29 (O), 21 (C) e 17 % (OJ). Para o Cr, houve aumento
significativo para C: 409 %, CJ: 365 % e OJ: 103 %, mas para O néo foi significativo.

Para Na, Fe e B, ndo foram observadas diferencas signicativas entre as 4
formulacdes, nos produtos finais. Mas houve aumento de 91 (0OJ), 101 (C), 114 (CJ)
e 201 % (O) para o Na. O teor de Fe nédo sofreu alteracdo significativa quando se
utilizou o acucar organico, porém teve decréscimo de 22 e 35 % com o acgucar
convencional. Quanto ao B, houve decréscimo percentual de 67 (C), 64 (CJ) e 34 %
(OJ) e um aumento de 84 % para O.

Os de teores de K e S ndo sofreram mudancas estatisticamente significativas
até o término do experimento, nas quatro formulacées. O mesmo ocorreu para Mg e
Zn, com uso de acucar convencional, sendo que o Mg apresentou aumento com uso
do acucar organico (O: 43 % e OJ: 13%), enquanto que Zn apresentou reducédo
quando foi utilizado acucar organico (O: 53 % e OJ: 50 %). Para o cobre houve
reducao significativa (62 %) para OJ. Para o Ni, apresentou aumento significativo de
185 % para C e de 277 % para CJ. Ainda em relacdo ao K, € possivel observar que
as formulacdoes com jabuticaba apresentaram maiores quantidades,
estatisticamente superiores, quando comparado dentro do mesmo tipo de agucar.

Os minerais Mo e Pb ndo foram detectados na maioria das repeticdes e e Co
e Cd néo foram detectados em nenhumadas repeti¢des.
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Em todas as amostras avaliadas, destacaram-se o0s teores de potassio e
ferro. Tanto estes quanto os demais elementos avaliados se encontraram abaixo do
méaximo das recomendacdes diérias (entre 0,8 e 14,3 %) para uma porgédo de 350
mL.

O cromo (Cr) foi uma excecdo, pois atingiu entre 226,7 e 234,3 % da
recomendacao de ingestao diaria (0,035 mg/dia) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006).
Em geral, Cr tem toxicidade muito baixa pela via oral, e existem raras observacdes
bem documentadas de toxicidade apos ingestao oral em humanos (VKM, 2018). O
Cr é encontrado, por exemplo, em levedo de cerveja. Tem papel vital no
funcionamento apropriado da insulina. Portanto, estd envolvido em mecanismos de
acdo que levam a consequéncias no metabolismo de proteinas, gorduras e
carboidratos, principalmente se houver escassez no organismo.

Zhang e colaboradores (2017) analisaram a influéncia do Cr em
caracteristicas relacionadas ao diabetes e metabolismo lipidico. Relataram que ratas
alimentadas com dieta deficiente em Cr levou os filhotes a desenvolverem maior
peso corporal, tecido adiposo e niveis séricos de colesterol total (CT) e de
triglicerideos (TAGS).

Doddigarla, Ahmad e Parwez (2016) reportaram que suplementos como
picolinato de cromo reduzem a glicemia, CT e TAGs, aumentam o colesterol de
lipoproteinas de alta densidade e melhoram a capacidade antioxidante em
diabéticos por atenuac@o da resisténcia a insulina. Além destas caracteristicas,
Huang e colaboradores (2018) também citam a reducdo da hemoglobina glicada.
Gomes, Rogero e Tirapegui (2005) comentam que o Cr tem sido usado como
suplemento alimentar no meio esportivo com a proposta de promover ganho de
massa muscular e perda de gordura corporal, mas os efeitos comprovados foram
alguns casos de melhora do perfil lipidico e do quadro de diabetes tipo 2, devido ao
Cr aumentar a sensibilidade a insulina e inibir a sintese de colesterol.

Magalhdes e colaboradores (2010) ndo detectaram mudanca no teor de
cinzas (0,2%), que sao predominantemente formadas por minerais, entre o tempo
inicial e final de fermentacdo. Luchini (2014) comparou diferentes acucares
mascavos em sistemas organicos e convencionais, detectou teores de Cu, Zn, Mn e

Fe abaixo do recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude.
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Figura 13— Teores dos minerais analisados em kefir de agua, para 4 formulacoes,

no tempo 0 e apds 56 horas de fermentacao.
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A-Macrominerais; B- Microminerais.

10 = kefir fermentado com aclcar mascavo organico; OJ = kefir fermentado com
aclcarmascavo organico e jabuticaba; C = kefir fermentado com acucar mascavo
convencional; eCJ = kefir fermentado com agucar mascavo organico e jabuticaba.

Os minerais e vitaminas séo ativadores do funcionamento de enzimas, pecas-

chaves das reacfes bioquimicas, e possibilitam que o corpo realize suas atividades
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metabdlicas. Sdo elementos vitais, sendo os primeiros encontrados naturalmente no
solo e absorvidos pelos vegetais, que sdo consumidos pelos animais (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2010).

Os nutrientes minerais sdo reconhecidos como essenciais para a funcao
humana, representando cerca de 5% do peso corporal de adultos. Destes,
aproximadamente 50% ¢é constituido por calcio e 25% por fosforo. Os outros
macrominerais magnésio, sodio, potassio, cloro e enxofre, os microminerais ferro,
zinco, iodo, selénio, manganés, flior, molibdénio, cobre, cromo, cobaltoe boro e os
elementos ultratraco (ex.: niquel) constituem os 25% restantes (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2010).

Dentre os elementos quimicos, sdo considerados essenciais para a nutricao
microbiana: hidrogénio (H), oxigénio (O), carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P),
enxofre (S) e selénio (Se). O fésforo é requerido pela célula para a sintese de acidos
nucléicos, fosfolipideos, e adenosina trifosfato (ATP). Geralmente é fornecido a
célula na forma de fosfato (PO4%>7). O enxofre estd presente nos aminoacidos
cisteina e metionina e também em uma série de vitaminas, como tiamina, biotina,
acido lipoico, e geralmente é fornecido a célula na forma de sulfato (SO4%). O
potassio (K) € necessario para a atividade de diversas enzimas, enquanto o
magnésio (Mg) € necessario para a estabilizacdo dos ribossomos, membranas e
acidos nucleicos, sendo também necesséario a atividade de muitas enzimas. O
processo microbiolégico de formacdo de minerais é chamado de biomineralizacédo
(MADIGAN et al., 2016).

Os microrganismos requerem Varios metais para o crescimento, geralmente
em pequenas quantidades, e esses fazem parte dos micronutrientes. As bactérias
lacticas sdo conhecidas por suas varias necessidades destas moléculas, as quais
superam inclusive as necessidades dos seres humanos. Dentre 0os microminerais, 0
principal é o ferro, que desempenha um importante papel na respiracdo celular. O
ferro € um componente essencial de citocromos e das proteinas que contém ferro e

enxofre envolvidas nas reagdes de transporte de elétrons (MADIGAN et al., 2016).



78

5.1.4 Cor

A andlise de variancia (ANOVA) para as cinco caracteristicas relacionadas as
cores (L*, a*, b*, H* e C), avaliadas no kefir de agua para as quatro formulacfes, em
oito tempos (Apéndice M), apresentou efeito significativo (p<0,001) para todas as
cinco caracteristicas estudadas, para todos os produtos, tempos e interacao produto
x tempo. Os coeficientes de variacao obtidos para as cinco caracteristicas estudadas
relacionadas as cores variaram de 0,83 % a 3,97 %, indicando Otima precisao
experimental.

A variagéo de cor entre o produto final e o inicial, avaliada pela diferencga total
de cor (AE), entre o tempo inicial (O h) e o final (56 h), foi de 6,4, 8,53, 8,94 e 7,96
para as formulacbes O, OJ, C e CJ, respectivamente. Portanto, o processo
fermentativo representa mudancas de cor nos tratamentos que sdo claramente

perceptiveis aos olhos humanos, considerando a Tabela 8.

Tabela 8 — Percepcdo humana para diferentes valores de AE empregada pela
industriade tintas (Norma DIN 6174, 1979).

Diferencas (AE) Classificagao
0,0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
05-1,5 Pequena
15-3,0 Distinguivel
3,0-6,0 Facilmente distinguivel

Maior que 6 Muito grande

Fonte: SILVA, PETTER e SCHNEIDER (2007).

Foi observado que ha maior influéncia da presenca da jabuticaba nas
formulacbes estudadas, na variagéo da cor, quando se comparam 0s resultados das
bebidas contendo jabuticaba com as que nao continham (O x OJ e C x CJ), mas que
o tipo de acucar também foi importante (O x CeOJ x CJ) (Tabela 9). Essa diferenca
de cor entre os diferentes tipos de acgucar pode ocorrer devido a diversos fatores,
como o fato de o acglcar organico ser uma mistura de dois cultivares, o grau de

maturagcdo (processo fisiolégico de transporte e armazenamento de sacarose nas
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células parenquimatosas dos colmos) na colheita, a temperatura no secador etc

(Figura 8, Anexos B e C).

Tabela 9 - Comparacdo das diferencas totais de cores (AE) entre quatro

formulacdes! elaboradas por kefir de &gua, em oito diferentes tempos.

E‘;r;‘:;ﬁ'gg:: 0 x OJ C xCJ OxC 0J x CJ
Tempo (h)
0 3,45 5,84 3,41 0,92
8 8,42 10,00 3,31 1,20
16 9,05 8,98 3,37 2,16
24 8,47 8,62 2,91 1,26
32 8,57 7,60 3,65 1,11
40 6,93 8,25 3,53 1,85
48 7,16 5,29 3,29 2,21
56 7,03 7,78 2,75 1,50

10 = kefir fermentado com agucar mascavo organico; OJ = kefir fermentado com aglcar mascavo
orgéanico e jabuticaba; C = kefir fermentado com agucar mascavo convencional e;
CJ = kefir fermentado com aglcar mascavo organico e jabuticaba.

As médias das caracteristicas relacionadas as cores: L*, a*, b* C, e Hue,
avaliadas em oito tempos (Figura 14; Apéndice N), demonstram que os valores
obtidos apresentaram tendéncia de aumento ao longo dos oito tempos avaliados,
sendo que no periodo de 0 a 8 horas de fermentacdo o aumento foi mais
pronunciado para todas as caracteristicas. As formulagcbes sem jabuticaba
apresentaram valores geralmente superiores as que continham a fruta, com excecéo
da caracteristica a*, onde a formulacdo com acucar convencional apresentou valores
mais baixos em praticamente todos os tempos de avaliacao.

Em relacdo a Luminosidade (L*), esta apresentou aumento significativo para
todas as formulagBes a partir das 16 h de fermentacao, isto €, estavam tendendo a
ficarem mais claras, sendo menos pronunciada para as que continham jabuticaba,
pois esta apresenta a cor escura proveniente da casca. Houve diferenca significativa
entre as bebidas formuladas com acucar organico e o convencional, este
apresentando valores superiores. O parametro a* apresentou aumento ja a partir das
8 h de fermentacdo, para O e CJ, demonstrando uma tendéncia a aumento do tom
vermelho, especialmente nas bebidas contendo jabuticaba, que apresentaram quase
o dobro do valor inicial, no produto final. S6 houve diferenca significativa nos tempos
0 e 16 h entre OJ e CJ, portanto ndo ha influéncia do tipo de acgucar, neste caso.
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O maior aumento observado, em relacdo a cor, foi na coordenada b*, que
reflete o tom amarelado, sendo que nas bebidas com jabuticaba, também foi menor
esta diferenca. As formulacdes contendo acUcar organico apresentaram maior
aumento do que as com acgUcar convencional. A saturacdo das cores (C*)
apresentou aumento a partir de 8 h, atingindo maximo as 48 h. Foi maior nos
produtos com jabuticaba, mas o tipo de acucar ndo influenciou, uma vez que as
bebidas que o continham apresentaram diferenca significativa apenas em dois

tempos avaliados para duas Unicas formulagdes.

5.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A MEV foi utilizada como técnica complementar de determinacdo qualitativa a
partir da observacdo de imagens (Figura 15, Apéndice O), que evidenciam a
associacdo microbiana complexa entre bactérias e leveduras presentes em graos de
kefir de dgua, apresentamdo formatos e superficies irregulares. Podemos observar
que ha uma diferenca nos grdos que se desenvolveram com e sem jabuticaba, e,
também, nos microrganismos presentes.

As imagens evidenciam a existéncia de leveduras e bactérias, distribuidas de
maneira organizada, de modo semelhante & uma rede interligada através de
corredores de seres e seus respectivos mecanismos de sobrevivéncia, como:
desenvolver biopolimeros que proporcionem fixacdo e adaptacdo a meios acidos,
producdo de metabdlitos que interagem com as diversas espécies presentes de
forma sinérgica, por exemplo.

Moinas, Horisberger e Bauer (1980) (condi¢cbes de cultivo na Tabela 3), ao
avaliarem imagens de grao de kefir de agua, constataram que eram constituidos por
uma camada compacta externa e uma estrutura esponjosa interna. A camada
externa foi mais densamente povoada pelos microrganismos que a camada interna,
mas o dextrano foi mais abundante na camada interna.

Pidoux (1989) cultivou graos de kefir acucarados domeésticos originarios da
regido de Angers na Franca, que foram propagadas a temperatura ambiente por
transferéncia diaria em solucdo de agua potavel (60 g.L?), e chegou a uma
conclusdo semelhante. O exterior foi coberto por uma rede de pseudomicélio
portador de blastosporos e presos entre si ou em colbnias de bactérias. Ele atribuiu

este pseudomicélio a Candida.



Figura 14 - Valores dos parametros relacionados a cor! em 4 formulagées de kefir

de agua, em 8 tempos.
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1A-L* (luminosidade); B - a*; C - b*; D- C* (saturagdo); e E- H* (tonalidade cromética).
2 m0 = kefir fermentado com aglicar mascavo organico;

+0J = kefir fermentado com aglicar mascavo organico e jabuticaba;

+C = kefir fermentado com aglicar mascavo convencional; e

*CJ = kefir fermentado com agtlicar mascavo organico e jabuticaba.



82

Magalhdes e colaboradores (2010) (formulagédo, vide Tabela 3) avaliaram
graos de kefir de agua incubados por 24 h a 25 °C e também observaram uma
complexa e compacta rede de biofilme e microrganismos no exterior dos graos,
enquanto o interior era composto principalmente de material ndo estruturado. A
microbiota na porgéo externa do grao foi dominada por células de levedura em forma

de limao crescendo em associacdo com bactérias longas e curvas.

Figura 15 - MEV de gréos de kefir cultivados com agucar mascavo

A, Organico (aumento de 60 vezes), B, Organico e jabuticaba (aumento de 80
vezes), C, Convencional (aumento de 60 vezes), D, Orgéanico (aumento de 8.000
vezes),

E, Organico e jabuticaba. (aumento de 8.000 vezes) e F, Convencional (aumento de
8.000 vezes).



83

6 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS
6.1 Conclusoes

E possivel produzir bebida fermentada por grdos de kefir de agua utilizando
como substrato aclicar mascavo organico ou agucar mascavo convencional e polpa
de jabuticaba.

As bebidas finais tinham caracteristica acida, comprovadas pela medida de
pH, acidez total titulavel e presenca de acidos latico, acético, citrico e succinico.

Os teores de sdlidos sollveis totais e sacarose foram decrescentes, com
pontos de minima de aproximadamente 45 h. Os teores de glicose e frutose foram
crescentes, com pontos de maxima de aproximadamente 42 h. Os teores de
acucares totais tiveram uma reducédo em torno de 50 % ao longo de todo o processo
fermentativo.

Em relacdo a variagdo no teor de minerais de todas as bebidas durante o
processo de fermentacdo, tiveram os teores aumentados: P, Ca, Mg (nhas
formulacdes O e OJ), Na, Cr (nas formulagcdes OJ, C e CJ), e Ni (nas formula¢cdes C
e CJ); ndo apresentaram diferencas significativas: K e S; e diminuidos: Cu (na
formulacéo OJ), Fe (nas formulagdes C e CJ), Zn (nas formulacdes O e OJ), Mn (nas
formulacées O e C), e B (nas formulagdes OJ, C e CJ). Esta variacdo pode ser
devido ao fato dos minerais terem sido assimilados pelos graos de kefir, no caso de
reducdo na bebida, ou liberados dos mesmos nos casos de seus teores terem
aumentado. O uso de acgucar mascavo organico resultou numa bebida sem reducéo
do teor de Fe. Em todas as amostras avaliadas, as quantidades de nutrientes em
uma porcdo de 350 mL nédo ultrapassam as necessidades diarias recomendadas,
com excecao do cromo.

Os valores obtidos para as caracteristicas relacionadas a cores apresentaram
tendéncia de aumento ao longo dos oito tempos avaliados, sendo que no periodo de
0O a 8 horas de fermentacdo o aumento foi mais pronunciado para todas as
caracteristicas. Os produtos O e C, sem jabuticaba, apresentaram valores sempre
superiores aos produtos com jabuticaba, com excecéo da caracteristica a*, onde a
formulacdo C apresentou valores mais baixos em praticamente todos os tempos de
avaliacao, e da *L, que apresentou maior luminosidade. Portanto, pode-se afirmar

gque o uso da jabuticaba no atributo visual da cor é desejavel, uma vez que resultou
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em produto com a cor mais viva, menor luminosidade (perdeu menos cor), mais
vermelha e menos amarelada.

Este trabalho fornece uma base para novos desenvolvimentos relacionados
ao kefir de agua como bebida fermentada funcional e com baixo teor de agucar, com
potencial para substituir o consumo de refrigerantes, ao mesmo tempo em que

promove a seguranca e soberania alimentar.

6.2 Consideracgoes Finais

Sugere-se que estudos adicionais precisam ser realizados para maximizar a
producado e também avaliar outros parametros importantes, incluindo:

e Analise sensorial,

e Metagendmica,

e FEtanol;

e COgz;

e Antocianinas;

e MEV com imagens do interior dos grédos; MEV das células presentes apos
segundo periodo de fermentacao;

e Crescimento de massa;

e Crescimento de proteina;

e Compostos volateis;

e Explorar outros usos do polissacarideo formado nos graos;

e Fermentar grdos somente com jabuticaba, sem acucar;

e Testar diferentes concentracdes de substrato, diferentes acucares (melado,
rapadura, acucar de coco etc.), diferentes concentracdes de graos, origens
de graos;

e OQutras frutas nativas ou residuos (coprodutos);

e Testar teor de minerais nos graos;

e Investigar relacdo da Teoria da Transmutacdo de Matéria a Baixa Energia
com as mudancas no teor de minerais ao longo da fermentacdo do kefir de
agua. A tese é que a transmutacao de elementos, em particular por reagdes
entre elementos da tabela periddica com menor ndcleo e eletrosfera, ocorre
regularmente em sistemas bioldgicos, tanto em microrganismos como em
organismos multicelulares, como os seres humanos. Segundo a tese, a
transmutacdo € inerente a biologia: os nucleos de hidrogénio e oxigénio,
principalmente, ao adicionar ou subtrair de outros nucleos, sdo a esséncia
da transmutacéo.

Alguns exemplos:
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11Na + 80 - 19K; 19K + 1H - 20Ca; 20Ca — 1H > 19K;

12Mg + 80> 20Ca.

O carbono também pode participar:14Si + 6C - 20Ca.

Esta tese questiona a Lei de conservacdo de massa estabelecida por
Antoine Lavoisier para reacdes quimicas. Foi provado experimentalmente
em plantas, bactérias e outros organismos vivos, que alguns elementos sao
transmutados para outros elementos (BIBERIAN, 2012);
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Anexo A - Composicdo quimica e pH da agua mineral fluoretada utilisada no

experimento.

Célcio (mg.L™)
Nitrato (mg.L?)
Bicarbonato (mg.L™)
Cloreto (mg.L™?)
Magnésio (mg.L?)
Sédio (mg.L?)
Potasio (mg.L?)
Bario (mg.L?)
Estroncio (mg.L?)
Brometo (mg.L™)
Sulfato (mg.L?)
Fluoreto (mg.L?)
pH a 25 °C

11,72
11,64
11,55
9,87
6,804
5,918
0,375
0,101
0,074
0,07
0,07
0,01
5,36

Fonte: DaFonte (2017).



Anexo B - Exercicio de rastreabilidade: acucar mascavo organico.

Lote: 37/2015.
Cidade: Lucélia — SP, BR.
Propriedade: Sitio S&o José.

Certificados: KOSHER, ECOSSOCIAL, NOP, EEC, HACCP, BIOSUISSE.

Certificadora: ECOCERT, BCS 6kogantie.
Quantidade produzida: 19.050 kg.
e Cultivar: Rb-937570-RB-867515.

e Pol: 87,81 %;
e Pureza: 88,52 %:;

Dados analiticos de controle de qualidade:
e Sdlidos insoluveis: 0,002 g/100g;
e Umidade relativa: 0,79 %;
e ©Brix: 99,20 %;
e Temperatura no secador: 111 °C;
e pH: 6,06;

Fonte: Planeta Verde (2017).
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Anexo C - Exercicio de rastreabilidade: agucar mascavo convencional.

Lote: 09/2015
Cidade: Lucélia — SP, BR.
Propriedade: Fazenda Bem Ti Vi.
Certificados: HACCP.
Certificadora: BCS 6kogantie.
Quantidade produzida: 20.025 kg.
Cultivar: RB-867515.
Dados analiticos de controle de qualidade:
e Sdlidos insoluveis: 0,002 g/100g;
e Umidade relativa: 0,73 %;
e ©Brix: 98,43 %;
e Pol: 88,15 %;
e Pureza: 89,55 %;
e Temperatura no secador: 122 °C;

e pH:6,18;

Fonte: Planeta Verde (2017).

Anexo D - Comparacéo dos acucares utilizados.

Temperatura POLARIZAGAO Solidos Umidade

Secador (°C) °BRIX Pol Pur pH Insoliveis Média
ORGANICO 111 99,20 87,81 88,52 6,06 0,002 0,79
CONVENCIONAL 122 98,43 88,15 89,55 6,18 0,002 0,73

Fonte: DeMarchi.



Anexo E — Controle de Qualidade.

Fluxograma de producéo de Acucar Mascavo

[PESAGEM DA CANA

105

COMBUSTIVELES—— BAGAGO <———— [MOAGEM

\/
| CANA na ESTEIRA | | AGUA |
WV | CONDENSADA |
[ESGARCAR A CANA ]
A\ :
¥ ] <—[AGUA CONDENSADA |
[FILTRACAO (<0,35a100 mesh) |
WV
|AJUSTE do Ph | [umo (Tensoativo Organico) |

Iz

|coziIMENTO (105 °C)

SEDIMENTO <———|Tanque de SEDIMENTACAO
/

| Tanque de TAM PONAMENTO

IMPUREZAS <——[FILTRAGEM (260mesh)

[EVAPORACAO (4 estagios)

< [AUXILAR de FILTRO Organico

Entrada 105°C Saida 7 °C

com 650Brix

[Tangue do XAROPE

IMPUREZAS <———[FILTRAGEM (300 mesh)
%4

[RECDERRETIMENTO  [Tangue do XAROPE FILTRADO
N4

[FILTRAGEM (14 mesh>141)
\4

[CONCENTRACAO (80 °Brix a65°C)

[EVAPORACAO (130 °C - 95 °Brix)
N4

AGUCAR [AGITADOR para CRISTALIZACAO

fora da especifigacéo

> [SECADOR de ROTACAO

[PENEIRA de CLASSIFICACAO

= V2
| SEPARADOR M AGNETICO (2 camadas)

Andlise de Laboratério
(IMPUREZAS) e__l PENEIRA

N WV

[SEPARADOR MAGNETICO (3500 gauss )]

Y

[TAMPONAMENTO

[CLASSIFICACAO (5mesh <4 mm)

| SEPARADOR MAGNETICO

VIGOROSO (7500 gauss)
WV

| PESAGEM _PRECISA

|Embalar em Saco de Papel >| DETECTOR DE METAL
N4

\l/ [TRANSPORTE |
|Méquinade Costura \/
[ESTOQUE |

Fonte: Planeta Verde (2017).

—

|%|AR QUENTE

PRODUTO FINAL
>0,21-<141

Vi

EM BALAGEM
Em Sacos de Polietileno




Anexo F - Ficha técnica da polpa de jabuticaba.

P

FICHA TECNICA DE PRODUTO

Cadigo
DALNFT-P40 01

TITULO:

POLPA INDUSTRIAL DE JABUTICABA CONGELADA

1. DESCRICAD

Polpa de jabuticaba congelada, obtida a parir de matéria- pima selecionada.

- Ingredientes: Jabu@caba

2. ESPECIF ICAI;E! ES

106

- Sensoriais:

Parametros Especificacoes

Cor Arroxeado, caracieristico

Cdar Caracteristico, ivre de odores estranhos.

Sabor Caracteristico, sem zabores esfranhos.

Aspects Congelado. lsenio de impurszas, insstos & matenais
estranhos contaminaniss ou bixicos & saude.

- Fisico-Quimicos:

Parametros de liberaciao Especificacoes CA Meétodos
"Brix (20%2) ar—11° X Cd 10 LB 58
O8I0 LB 69
pH 30-40 X DM 10 LB 03
Acidez (ml MaDH 0,1M 7 10g) 13- X O 10 L2 04
- Microbiologicos:
Parimetros de liberacio Especificacies CA hMétodos
Caoliformes termotolerantes (43°C) = 10 UFClg X O 10 LB 30
Salmonella sp Auzéncaldsg X CMIQLE 47

* CA: Corrificade de analive.
RDC 12 de 2001 (Tem 15}

3. EMBALAGEM
CODIG0SE INTERNOS
101176071

EMEBALAGEM
12 ko — Sacos de poliefileno com blocos de 12 ko em embalagem individual ou em sacos de rafia
com até 5 blocos

4. ROTULAGEM

Mo rotule do produte deverdo consiar as seguintes informagdes:

Mome do produin; dades do fabricante (nome, endereco, CNPJ, telefone); n° lote; validads; peso liguido; ingredientes;
condigdes de armazenamento.

Besponsdveis: Bubricas: Datz sprovacdo | 07/ 1020135
Elaboragédo: |Paulo Silas Peraira Mato o G s o | Vers8o 3
Aprovag@o: | Rachel De harchi B Peraira [ e Vers8o Anterior | 02/10:2014
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TITULO: |POLPA INDUSTRIAL DE JABUTICABA 213 DAVET-P40 01

CONGELADA

6. TRANSFORTE
Deverd ser transporlado em caminkéo refrigerado, fechado, ao abrigo de chuva & poeira, protegide de forma adequada que
garanta a iniegridade do produto & sem a presenca de outros materals que possam contamind-lo com substéncias

gstranhas. Em nenhum momento durante a distribwigdo a temperatura deve ser maior que -15°C (Portaria CV5 15 de
o7M 111881,

6., ARMAZENAGEM
Ceve sér armazenado em embalagem fachada, em cimara ia com temperatura ideal controlada a -18°C (-16°C & -20°C)
e local bure de sujidades, prodepido da luz & do atague de insatos & rogdones,

7. PRAZO DE VALIDADE
2 anos, mantdas as condigies de armazenagem.

. IHFDHHEﬂG NUTRICIONAL
hlurmagia Nutricional: Porgio de 100g; Valor energético 58 keal = 243 kJ (3%VDY), Carboidratos 159 (5%VD";

Proteinas 0,60 {1%V0"), Fibea alimentar 2 3g (9%VDY),

“Wao conlém quanu-.‘-u:l& significativa de Garduras {otals, Gorduras sabiradas, Gorduras frang & Sodio"
*Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2,000 kcal ou 8.400k). Seus valores Gancs podem ser maiores
ou menores dependendo de suas necessidades.

9. REGISTRO NO MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO
Esfe produto encontra-ge registrado sob n® 5P - 05642 00018-3

10, REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE
Esse produto & isento de registro conforme resolugéo RDC n® 278 de 22/08/2005, & complementada segunde ROC n® 27 de
06 de Agosto de 2010, da agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Fonte: DeMarchi.
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Anexo G - Ficha de controle de qualidade da polpa de jabuticaba.

CERTIFICADO DE AMALISE LABORATORID FISICO-QUIMICO E MICROBIOLOGICO

PRODUTO: POLPA INDUSTRIAL DE JABUTICABA CONGELADA
DATA DE FABRICACAO: 131015
LOTE: 06.130-081

' CARACTERISTICASFISICO-QUIMICAS

BRIX 7) : 8.6
pH - 3,04
ACIDEZ TITULAVEL {ml NaOH 0,1M/10g ) 141
ACIDEZ TITULAVEL (% acido citrico) : 0.30
DEM SIDADE {gdml) : 1.035
WVISCOSIDADE (cP) : nfa
CONSISTENCIA (cmiseg) . ]
SOLIDOS TOTAIS (%pip) . ]
NITROGENID AMINICO | mg%) : nfa
ACIDO ASCORBICO {vitamina C) (mg%) : onla

. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:

COR : Caractenstica.
ODOR  Carscternistico.
SABOR : Caracteristico.
ASPECTO : Caracteristico
RACTERISTICAS MICROBIOLOGICA

Contagem Padrao em Placas =10 UFC/g
Bolores & Leveduras <10 UFC/g
Coliformes Totais [333C), <10 UFCig
Coliformes Termabolerantes, (457) <10 UFCig
E. Cali Ausente
Salmonella sp 250 Ausente

EMBALAGEM

EMEALAGEM : Bacos plasticos de 12 kg.
ARMAZENAGEM : Paletizado em camara fria com temperatura -18°C.
SHELF LIFE 24 meses, 5& mantido &5 mesmas condigies de  armazenagem.

0B 5: Os valores relatados tratam-se de uma média dos valores obtides durante a predugio desse lote.
n/a; ndo aplicavel para este produto.

Dats: Laudo emtido eletronicamenta
Fare.. Emitenta: Sdinaia Ap Castell

Responsavel Técnica

De Marchilndudstria e Comércio de Frutas Ltda

Twa 4l slar e W a 4 s o Jlumciva ] Srau c 1324103-241

www.demarchicom.br

Fonte: DeMarchi.
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APENDICES
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Apéndice A - Analise de variancia (ANOVA) para as caracteristicas relacionadas a

acidez, avaliadas no kefir de 4gua para as quatro formulacdes e em oito tempos.

Fonte de Quadrado Médio'
Variagao pH  Acideztotal Acido Acido Acido Acido
titulavel Latico Acético citrico Succinico
(mol.100 mL) (mg.L?Y) (mg.LY) (mg.L?) (mg.L?Y)

Prod uto (P) *k% *%k% *%k% *%% *%k% *%%
Tem po (T) *kk *kk *kk *kk *kk *kk
P X T *k% *%k% *%k% *%k% *%k% *%%
Residuo 0,0000 0,00237 0,00147 0,0000 0,001 0,0036
Média 4,05 2,63 1,05 0,0190 0,308 0,300
Coeficiente 0,77 6,06 3,65 4,14 4,85 5,51
de Variagao
(CV) (%)

LexSignificativo a p<0,001.
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Apéndice B — Sobreposicao dos cromatogramas dos padrbes de acidos organicos e

matérias-primas.

v

15000 - I

Acido Latico

12500

Acido Acético
Acido Citrico
Acido Succinico

10000 -

7500 .

5000

RN
W AN A

2500

5000

— T
25 50 75 100 125 18.0 175 200 245 mn

C = Acucar mascavo convencional; O = Aclcar mascavo organico; J = Polpa de
jabuticaba.
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Apéndice C - Médias para caracteristicas relacionadas a acidez em kefir de agua,

para quatro formulacdes?, em oito tempos.

< pH
Formulagao
Oh 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h

o) 5,77 aA2 44528 | 4103C | 4,04bC0 | 4,02a> | 3,943 | 391bE | 307°E

oJ 4,61 cA 4,318 | 4,143C | 41030 | 4,072 | 3,972 | 399a | 308

C 5,14 bA 4,04 cB 3,73 ¢C 3,67 dOE | 3,68cCPE 3,64 cE 3,66 doE | 3,71 dCD

cJ 4,24 A 4,008 | 3,83bC | 3,78¢CD | 3,79bCD | 378bD | 377cD | 3 78cCD

Formulagéo Acidez Total Titulavel (acidez molar.100 mL")

o) 0,429 bF | 1,420PE | 2,080P° | 2,509aC | 2,410°CD | 3,302 | 4,3252A | 4,160 A

oJ 1,486 € | 2,047 3 | 2,377abCD | 2 575aBC | 2 872 aB | 2 938abB | 4,0612bA | 3,095a0A

C 0,462 PE | 1,420bPD | 2,080PC | 2,476238 | 2,377°BC | 2,641 b8 | 4,0612PA | 3,596 bA

cJ 1,387 aF | 2,179 | 2,4102E | 2 575D | 2 508D | 3,1702C | 3,665P8 | 4,193 aA

Formulagao Acido Latico (g.L")

o) 0,1932% | 0,956 | 1,4023C | 1,640% | 1,7493AB | 1 720" | 1,8163A | 1,726%B

oJ 0,175 | 0,551°0 | 0,858C | 0,943¢BC | 1,048 | 1,078 °¢A | 1,123A | 1,130 °¢A

C 0,188 | 0,8743C | 142738 | 15268 | 1516bAB | 15720A | 1,580°A | 1,430b8

CcJ 0,14323€ | 0,4968 | 0,747 | 0,8109% | 0,792¢A | 0,827 9A | 0,784 9~ | 0,757 9A

Formulagéo Acido Acético (g.L")

o) 0,00753 | 0,0129 | 0,021223€ | 0,0259 | 0,0276 | 0,0267 | 0,0297 | 0,0281
ab aB aAB aB aA aAB

oJ 0,0073 9 | 0,0110 | 0,0165P° | 0,0185 | 0,0201 | 0,0214 | 0,0216 | 0,0232
bE bCD cBC bAB bAB bA

[ 0,0051 bF | 0,0107 | 0,0209%> | 0,0237 | 0,0244 | 0,0267 | 0,0280 | 0,0253
bcE aC bBC aAB aA bBC

CJ 0,0054 b 0,0094 | 0,0157%8 | 0,0178 0,0177 0,0195 0,0194 0,0191
cC bAB dAB bA cA cA

Formulagéo Acido Citrico (g.L")

o) 0,0476 @ | 0,0641 | 0,0498"8 | 0,0368 | 0,0409 | 0,0396 | 0,0402 | 0,0386
bA cC cC cC cC cC

oJ 0,62822 | 0,6181 | 0,5966 | 0,5463 | 0,5364 | 0,5557 | 0,5254 | 0,5089
aAB aABC aCD aCDh aBCD aD aD

[ 0,0589 P8 | 0,0697 | 0,0463°C | 0,0470 | 0,0480 | 0,0487 | 0,0465 | 0,0478
bA bC bC bC bC bC

CcJ 0,6664 A | 0,6468 | 0,58588 | 0,5607 | 0,5376 | 0,5558 | 0,5129 | 0,5163
aAB aBC aCD aCDh aCDh aD aD

Formulagéo Acido Succinico (g.L™)

(9] 0,0180 3 0,0814 | 0,1982¢C | 0,2639 0,3048 0,3073 0,3446 0,3194
bD bB cAB dAB cA bA

oJ 0,0190 aF 0,0744 | 0,2461°° | 0,3052 0,4151 0,4510 0,4954 0,5280
bE bC bB bAB bAB aA

C 0,0164 aF 0,0977 | 0,2781° | 0,3028 0,3240 0,3723 0,4237 0,3577
akE bCD cBCD cAB bA bABC

cJ 0,0165%® | 0,1071 | 0,331023 | 0,3971 | 0,4900 | 0,5645 | 0,5915 | 0,5653
aC aB aA aA aA aA

1O = kefir com aclcar mascavo organico; OJ = kefir com aclicar mascavo organico e
jabuticaba; C = kefir com agucar mascavo convencional; CJ = kefir com acgucar
mascavo convencional e jabuticaba. 2Letras minlsculas diferentes na mesma coluna
indicam que ha diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as formulacdes.
Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam que hadiferenca estatistica
fermentacao.

significativa

(p=0,05)

entre

(O8]

tempos

de
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Apéndice D- Sobreposicdo dos cromatogramas dos acidos organicos em quatrof

ormulacdes?! de kefir de &gua em oito tempos.
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1A: O = Kefir de 4gua fermentado com aglicar mascavo organico

B: OJ = Kefir de agua fermentado com agucar mascavo organico e jabuticaba

C: C = Kefir de agua fermentado com acgucar mascavo convencional,

D: CJ = Kefir de agua fermentado com agucar mascavo convencional e jabuticaba
Tempos de fermentacédo: TL=0h; T2=8h; T3=16 h; T4 =24 h; T5 =32 h;
T6=40h; T7=48h;eT8=56h
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Apéndice E - Andlise de variancia (ANOVA) para as caracteristicas relacionadas

aos acucares analisados no kefir de agua para quatro formulacdes em oito tempos.

Fonte de Variagao Quadrado Médio'
Solidos Soluveis Totais Sacarose Glicose Frutose

PI"Od uto (P) *%k% *%k% *%% *%%
Tem po (T) *kk *kk *kk *kk

P X T *%k% *%k% *%% *%%
Residuo 0,0064 1,06 0,00153 21,3
Média 4,968 23,27 6,229 11,96
CV (%) 1,61 4,42 4,33 5,43

*xGignificativo a p<0,001.
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Apédice F - Médias para caracteristicas relacionadas aos carboidratos em kefir de

agua, para quatro formulacdes?, em oito tempos.

Formulagao

Sélidos Soluveis Totais (°Brix)

Oh 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h
o 6,17 5,36 4,55 4.44 4,24 4,19 4,05 4,08
bA2 bB cC bD cDE cE cE bE
6,41 5,79 5,29 5,05 4,87 4,82 457
OJ aA aB aC aD aDE akE 4’69 aEF aF
C 6,10 5,45 4.84 4,66 4,55 4,55 4,35 451
bA bB bC bCD bDE bDE bE aDE
6,43 5,90 5,29 4,98 4,75 471 455 4,55
CJ aA aB aC aD abE abE abE aE
< Sacarose ( g.L"
Formulagdo —3 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h
o 55,29 | 37,10 17,46 11,30 6,15 6,00 3,81 3,90
bA bB bC cD cE cE cE bE
57,87 | 45,97 28,43 23,73 17,53 16,54 13,79 11,39
OJ abA aB acC aD aE aEF aFG aG
C 57,41 | 38,21 19,90 18,18 13,13 10,56 8,25 9,84
bA bB bC bC bD bDE bE aDE
60,23 | 46,07 28,39 24,29 16,66 13,16 11,74 12,46
CJ aA aB acC aD aE bF aF aF
< Glicose (g.L"")
Formulagdo —3 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h
o 0,967 | 5,059 6,831 6,857 7,142 7,055 6,827 6,766
dC bB aA aA bcA Ba bA bA
oJ 2,327 5,15 6,957 7,359 8,097 8,083 7,658 7,891
bD abC aB aAB aA aA aAB aAB
C 1,651 | 4,902 5,651 6,021 6,596 6,569 6,207 6,747
cD bC bB bAB CcA bA bAB bA
3,193 | 5,693 6,627 6,709 7,78 8,567 8,016 7,36
CJ aE aD aC aC abAB aA aAB abBC
< Frutose (g.L"")
Formulagdo —31 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h
o 1,237 | 12,126 | 14,499 | 15,061 | 15,852 | 15,595 | 15,216 | 15,033
cD aC aB aAB aA aAB aAB aAB
4211 | 8,560 | 10,957 | 11,662 | 12,666 | 12,843 | 12,580 | 12,867
OJ bcD cC bcB bcAB cA cA cA bA
6,061 | 10,221 | 12,226 | 12,782 | 14,367 | 14,319 | 13,742 | 14,487
C bE bD bC bBC bA bA bcAB aA
cJ 8,724 | 8,701 | 10,901 | 11,157 | 12,702 | 14,201 | 13,993 | 13,205

aD

bcD

cC

cC

cB

bA

bAB

bAB

1O = kefir com agucar mascavo organico; OJ = kefir com aglicar mascavo organico e
jabuticaba; C = kefir com acucar mascavo convencional; CJ = kefir com agucar
mascavo convencional e jabuticaba.
2Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica
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significativa (p<0,05) entre as formulacfes. Letras mailsculas diferentes na mesma
linha indicam que ha diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre os tempos de
fermentacao.
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Apéndice G - Sobreposicdo dos cromatogramas dos carboidratos em quatro

formulacdes de kefir de agua em oito tempos.
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e CJTT
= (JT8

L A: O= Kefir de 4gua fermentado com aclcar mascavo organico,

B: OJ = Kefir de agua fermentado com acucar mascavo organico e jabuticaba,

C: C= Kefir de agua fermentado com aclucar mascavo convencional e;

D: CJ = Kefir de 4gua fermentado com acucar mascavo convencional e jabuticaba.
Tempos de fermentacdo: T1 =0h; T2=8h; T3=16 h; T4=24h; T5=32 h; T6 =40
h; T7=48he;T8=56h
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Apéndice H — Sobreposicdo dos cromatogramas dos padrbes de carboidratos e

matérias-primas.
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Apéndice | - Analise de variancia (ANOVA) para acucares totais no kefir de agua,

para quatro produtos, em dois tempos.

Fonte de
Variagao

Quadrado Médio!

Produto (P)
Tempo (T)

PxT

Residuo

Média

CV (%)

*k%k
*k*k

*

2,40
47,64
3,24

*Significativo a p < 0,05; ***Significativo a p < 0,001.
Fonte: Propria autora (2017).

Apéndice J - Médias para aclcares totais em kefir de agua, para quatro produtos?,

dois tempos.
Formulagao Tempo
Oh(g.L?) 56h(g.LY) 56 h (9.350mL1)
(o) 57,49cA? 25,70bB 9,0
oJ 64,40bA 32,15aB 11,3
C 65,12bA 31,07aB 10,9
CJ 72,15aA 33,03aB 11,6

1O = kefir com agulcar mascavo organico; OJ = kefir com aglicar mascavo organico e
jabuticaba; C = kefir com aclcar mascavo convencional; CJ = kefir com acucar
mascavo convencional e jabuticaba.
2Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre as formulagfes. Letras mailsculas diferentes na mesma
linha indicam que ha diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre os tempos de

fermentacao.
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Apéndice K- Analise de variancia (ANOVA) para treze minerais analisados no kefir

de agua, para quatro formulacdes, em dois tempos.

7
Fonte de Variagao Quadrado Médio

P K Ca Mg S Na Cu
Produto (P) *k% *k% *% *k% *k% ns **k%
Tempo (T) *k% nS *% *k% ns * k% *
PxT ok ns ns ok ns ns *
Residuo 0,37 8835 2422 0,000 0,000 2,38 0,4952
Média (mg/L) 15,68 449,23 120,76 46,98 38,63 17,76 0,2567

Coeficiente de Variagao (CV) 3,86 20,92 12,89 15,1 14,04 8,69 40,15
(%)

Fonte de Variagao Quadrado Médio

Fe Zn Mn B Ni Cr
Produto (P) ns * ok ok * o
Tempo (T) *%* *k% *%k% *kk *k% *k%
P X T * * *k% *k% *k% *%*
Residuo 0,344 0,7923 0,0005 0,00806 0,00122 0,00102
Média (mg/L) 4,448 0,2403 0,3636 0,4973 0,1297 0,1659
Coeficiente de Variagao (CV) 13,18 29,7 6,02 18,06 26,9 21,68

(%)

!ns = nao significativo (p>0,05); *Significativo a p < 0,05; **Significativoa p < 0,01;
***Significativoa p < 0,001.
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Apéndice L - Médias para treze minerais analisados em bebidas de kefir de agua,

para quatro formulacdes?, em dois tempos.

Mineral (mg.L")

Mineral (mg.L")

Formulagao
Oh 56h Formulagao Oh 56h

P Cu
o 8,59 bB 19,82 bA o) 0,669 0,367 A
oJ 13,55 @8 22,68 A oJ 0,362 @A (0,139 PB
C 6,37 B 19,69 PA C 0,117 °A 0,150 bA
CJ 9,58 bB 22,82 A CJ 0,235 A 0,153 PA
Formulacao K Formulagao Fe
(0] 423,6 PA 531,0 A (0] 3,74 @A 4,27 @A
oJ 730,3 @A 649,8 A oJ 5,09 @A 4,48 3A
C 217,0 A 314,3 A C 5,14 aA 3,328
CJ 298,9 A 420,4 beA CJ 5,22 3A 4,09 28
Formulagao Ca Formulacgao Zn
(0] 107,9 @8  138,7 2A (0] 0,344 0,163 "B
oJ 130,6 28 152,9 @A oJ 0,362 aA (0,182 b8
C 92,9 bB 111,964 C 0,191 °A (0,179 aA
CJ 97,7 PB 129,3 PA CJ 0,283 @A (0,253 A
Formulagao Mg Formulagao Mn
(0] 27,50 °B 39,42 bA (0] 0,356 ¢4 0,103 ¢B
oJ 39,56 B 44,59 abA oJ 0,507 @ 0,480
C 49,88 A 54,32 @A C 0,354 A 0,179 8
CJ 56,31 @A 57,76 @A CJ 0,417 °® 0,510 @A
Formulagao S Formulagao B
(0] 28,58 cA 31,62 ¢A (0] 0,193¢A 0,351
oJ 36,13 A 33,47 PA oJ 0,639 0,424 38
C 44,66 A 40,67 A C 0,880 0,287 2B
CcJ 48,52 A 42,03 A CcJ 0,811 3A (0,292 a8
Formulacao Na Formulagao Ni
o 7,67 28 23,13 A (0] 0,176 @ (0,128 bcA
oJ 12,41 38 23,77 3 oJ 0,105 A 0,081 ¢A
C 11,66 28 23,48 A C 0,082 b8 (0,234 aA
CcJ 11,68 28 24,94 @A CcJ 0,052 P8 (0,196 A
Formulagao Cr
(0] 0,21753 0,2267
oJ 0,1127 "8 00,2290
Cc 0,0460 "B 0,2343 &A
CJ 0,0493 " 00,2290

10O = kefir com agucar mascavo organico; OJ = kefir com aglicar mascavo organico e
jabuticaba; C = kefir com acucar mascavo convencional; CJ = kefir com agucar
mascavo convencional e jabuticaba. 2Letras mintsculas diferentes na mesma coluna
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indicam que ha diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as formulagdes.
Letras mailsculasdiferentes na mesma linha indicam que h& diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os tempos de fermentagao.
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Apéndice M- Analise de variancia (ANOVA) para as caracteristicas de cor

analisadas no kefir de agua, para 4 formulacdes, em 8 tempos.

Fonte deVariagao Quadrado médio?

L a* b* c* Hue
Prod uto (P) *k% *k% *k%k *k% *k%k
Tem po (T) *k%k *k%k *k% *k%k *k%
P X T *k% *k% *kk *k% *k%k
Residuo 0,0000 0,0619 0,00141 0,00134 0,23
Média 28,34 6,57 11,21 13,15 57,48
CV (%) 1,12 3,79 3,97 3,73 0,83

**Significativo a p<0,001
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Apéndice N - Médias para caracteristicas relacionadas a cor em kefir de agua, para

quatro formulacdes?, em oito tempos.

~ L*
Formulagao o 8h 16h | 24h | 32h | 40h | 48h | 56h
O 26,04 | 2844 | 2993 | 30,07 | 30,33 | 29,83 | 30,74 | 30,84
bA2 bB bCD bCDE bCDE bC bDE bE
oJ 2478 | 2432 | 25,18 | 2545 | 2552 | 25,79 | 26,38 | 26,57
cAB dA dBC dCD dCD dDE dEF dF
C 28,36 | 30,97 | 32,23 | 31,86 | 31,22 | 32,76 | 31,63 | 32,91
aA aB aDEF aCDE aBC aEF aBCD aF
CJ 2543 | 2540 | 27.00 | 26,70 | 26,41 | 27,60 | 28,35 | 28,00
bcA cA cBC cB cB cCD cE cDE
- a*
Formulagao
Oh 8h 16h 24h 32h 40h | 48h 56h
O 473 | 796 | 776 | 762 | 771 |741| 756 |7,72%
aB aA aA aA aA aA
oJ 352 | 678 | 703 | 715 | 694 | 746 | 793 |7,97%
cDh bC bBC aBC bBC aAB aA
C 403 |604A| 529 | 538 | 481 | 561 | 495 | 592
bcD cBC bBC cC bAB cC bAB
cJ 408 | 731 | 790 | 729 |662tC| 719 | 694 | 754
bD bAB aA aAB aBC bBC aAB
N b*
Formulagao
Oh 8h 16h 24h 32h 40h | 48h 56h
O 6,04 | 1427 | 1583 | 15,72 | 15,41 | 1484 | 16,06 | 15,69
bC aB aA aA aAB aAB aA aAB
oJ 307°| 703 [816"™| 865 | 836 | 922 | 1040 | 10,11
bE bCD cD bBC cA bAB
C 843 | 1521 | 1576 | 1526 | 13,38 | 1567 | 14,25 | 15,90
aD aAB aA aAB bC aA bBC aA
cJ 3,39¢F| 701 [895bC|864bC| 778 | 943 | 10,61 | 10,08
bE cD bBC cA bAB
N c*
Formulagao
Oh 8h 16h 24h 32h 40h | 48h 56h
O 768 | 1643 | 1763 | 17,48 | 17,23 | 1656 | 17,75 | 17,48
bB aA aA aA aA aA aA aA
oJ 4659 | 977 | 1077 | 11,22 | 10,89 | 11,88 | 13,06 | 12,88
bE cD bCD cCD bBC cA bAB
C 935 | 1635 | 16,63 | 16,18 | 14,21 | 16,65 | 15,09 | 16,96
aD aAB aA aAB bC aA bBC aA




125

CJ 529 | 10,13 | 11,95 | 11,30 | 10,21 | 11,85 | 12,71 | 12,61
cD bC bAB bB cC bAB cA bA
= Hue
Formulacao
Oh 8h 16h 24h 32h 40h 48h 56h
O 51,97 | 60,76 | 63,85 | 64,15 | 63,43 | 63,61 | 64,79 | 63,86
bD bC bAB bAB bB bAB bA bAB
oJ 41,21 | 46,15 | 49,24 | 50,39 | 50,25 | 51,15 | 52,58 | 51,72
cF cE cD cCD cCD dBC dA dAB
C 64,58 | 68,41 | 71,45 | 70,62 | 70,26 | 70,26 | 70,85 | 69,60
aD aC aA aAB aAB aAB aA aBC
CJ 39,57 | 43,98 | 48,36 | 49,91 | 49,61 | 52,87 | 56,80 | 53,11
dF dE ) cC cC cB cA cB

10 = kefir com aguicar mascavo organico; OJ = kefir com aglicar mascavo organico e
jabuticaba; C = kefir com agucar mascavo convencional; e CJ = kefir com acucar
mascavo convencional e jabuticaba.

2 As médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam que
ha diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as formulacbes. Letras
mailsculas

diferentes na mesma linha, indicam que ha diferencga estatistica significativa (p<0,05)
entre os tempos de fermentagéo.
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Apéndice O — Imagens de graos de kefir de agua em MEV.
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A: Graos cultivados com agucar mascavo organico. A.1: aumento (“x” vezes) 60; A.2:
x 80; A.3: x 130; A.4: x 8.000; A.5 e A.6: x2.000; A.7, A8, A9 e A.10: x 8.000; e
A.11: x 12.000.

B: Graos cultivados com acucar mascavo organico e jabuticaba. B.1: x 80; B.2: x
800; B.3; B.4; e B.5: x 2.000; B.6; B.7; e B.8: xx 4.000; B.9; B.10; B.11; B.12; B.13; e
B.14: x 8.000.

C: Gréos cultivados com agucar mascavo convencional. C.1: x 60; e C.2: x 8.000.



