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SANTOS, P. T. M. Bebida fermentada de umbu (Spondias tuberosa Arruda Camara) com
potencial probidtico utilizando cultura de kefir. [Dissertacdo]. S&o Cristovao: Programa de Pds-

graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Sergipe; 2022.

RESUMO

O mercado de bebidas fermentadas vem crescendo aproximadamente 10% ao ano. Isto se da
pela procura de alimentos rapidos para consumo e que garantam nutricdo ao individuo,
principalmente os de carater funcional. O umbu é um fruto saboroso e nutritivo, possuindo altos
teores de compostos antioxidantes, alcaloides, taninos e flavonoides. Em se tratando de
componentes benéficos para a saude, também se encontram 0s microrganismos que
proporcionam vantagens metabdlicas e fisiologicas aos consumidores, classificados como
probidticos. A cultura proveniente dos gréos de kefir vem se destacando nos dltimos anos,
devido a sua capacidade de retencdo de diversos microrganismos considerados probioticos
envoltos de uma matriz polissacaridea. As espécies de microrganismos produzidos na cultura
kefir variam de acordo com o meio o qual é cultivado. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo o desenvolvimento de uma bebida fermentada de umbu utilizando os gréos de kefir
como inoculante. Para isto, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR)
para a definicdo de meio de fermentacdo dos microrganismos, sendo obtido no final uma
formulacdo otimizada com base nos teores de compostos bioativos. Foram avaliadas 11
formulacGes onde a concentracBes de polpa de umbu variou de 0% a 100% e a concentragdes
de acucar de 4,0%, a 12,0%. A formulacdo otimizada passou por analise sensorial, juntamente
com outras duas formulagdes que obtiveram significativamente (p<0,05) maiores teores de
compostos bioativos, sendo avaliados teor de fendlicos totais, flavonoides e carotenoides. A
formulacdo escolhida apos a analise sensorial foi a composta por 50% e polpa e 12% de agUcar.
Esta seguiu para a realizacdo da viabilidade dos microrganismos probidticos, compostos
bioativos e analises fisico-quimicas por 28 dias, na auséncia de luz e em refrigeragdo (8+1°C).
O ciclo populacional de bactérias acido laticas presentes permaneceu inalterada (p<0,05) pelos
28 dias de armazenamento a 8°C + 1°C, estando seus valores compreendidos em 6,58 a 6,93
log. UFC/mI. Entretanto, as bactérias acéticas tiveram um aumento significativo (p<0,05) nos
ultimos trés dias de armazenamento, com populagdo na faixa de 7,04 a 7,74 log UFC/ml e
leveduras com variacdo significativa (p< 0,05) nos dois altimos dias, com populacédo entre 7,04
a 7,49 logUFC/ml. Os compostos fendlicos tiveram maiores teores da 12 semana para a segunda

e permanecendo constantes até 21 dias a 8°C £ 1°C. Os flavonoides apresentaram um aumento



de concentracdo até 21 dias a 8°C + 1°C. Houve a degradacdo dos carotenoides ao longo do
tempo de armazenamento. A bebida de umbu fermentada com grdos de kefir apresentou
resultados satisfatorios no decorrer do tempo de armazenamento, indicando ser um alimento

com potencial probiotico com a presencga de compostos bioativos.

Palavras-chave: Fruto, Caatinga, Semiarido, consumidor, alimento.



SANTOS, P. T. M. Umbu (Spondias tuberosa Arruda Camara) fermented drink with probiotic
potential using kefir culture. [Dissertation]. Sdo Cristévao: Graduate Program in Food Science

and Technology, Federal University of Sergipe; 2022.

ABSTRACT

The fermented beverage market has been growing approximately 10% per year. This is due to
the search for ready-to-eat foods that guarantee nutrition to consumers, especially those with
functional properties. Umbu is a tasty and nutritious fruit, with high levels of antioxidant
compounds, alkaloids, tannins and flavonoids. When it comes to beneficial components for
health, there are also probiotics from fermentation processes that result in substances and
microorganisms that provide metabolic and physiological advantages to consumers. Kefir
culture has gained prominence in recent years due to its ability to produce various lactic acid
microorganisms surrounded by a polysaccharide matrix. The species of microorganisms
produced in the kefir culture vary according to the matrix used as the culture medium. Thus,
this work aimed to develop an umbu-based kefir drink with probiotic potential. In order to
accomplish this, the study defined the matrix to be used for the growth of microorganisms,
based on the bioactive compounds, evaluating the combination of 5 umbu pulp concentrations
(0%, 35%, 50%, 85% and 100%) and 5 sugar concentrations (4.0%, 5.16%, 8.0%, 10.84% and
12.0%), following the central rotational composite design (CRCD). The optimized formulation
underwent sensory analysis, along with other formulations that obtained the highest levels of
bioactive compounds. The formulation chosen after the sensory analysis was composed of 50%
pulp and 12% sugar. This formulation was then subjected to the analyses of the viability of
probiotic microorganisms, as well as bioactive compounds and physicochemical quality. The
population of probiotic microorganisms of lactic acid bacteria present remained unchanged
(p<0.05) for 28 days of storage at 8°C £ 1°C, with values ranging from 6.58 to 6.93 log CFU/m.
However, acetic bacteria had a significant increase (p<0.05) in the last three days of storage,
with population ranging from 7.04 to 7.74 log CFU/ml and yeasts with significant variation
(p<0.05 ) in the last two days, with a population between 7.04 and 7.49 log CFU/ml. The
phenolic compounds had higher levels from the first to the second week and remained constant
up to 21 days at 8°C = 1°C. Flavonoids showed an increase in concentration up to 21 days at
8°C £ 1°C. There was a degradation of carotenoids during storage. The umbu drink fermented
with kefir grains showed satisfactory results during storage, indicating that it is a food with

probiotic potential and bioactive compounds.
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INTRODUGCAO GERAL

As frutas sdo importantes fontes de nutrientes, fornecendo ao organismo humano
sais minerais, vitaminas, fibras e agua (SILVA et al., 2017). Além disso, s&o comumente
ingeridas pela populacdo mundial, em sua forma in natura ou processada, como
minimamente processados, sucos, congeladas, etc. Fato este que contribui para o foco de
produtores e inddstrias de processamento alimenticio para a otimizacdo de processos,
transporte e conservagdo das mesmas, uma vez que, apos retiradas da planta mée sofrem
transformacdes bioquimicas acarretando no encurtamento da vida atil com perdas
qualitativas e quantitativas (CORTEZ-VEJA et al., 2013; FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2014).

Entre os processamentos utilizados em frutas esta a elaboracéo de bebidas prontas
para 0 consumo, tendo em vista a necessidade do mercado em adquirir produtos que
possam fornecer nutricdo em um curto espago de tempo em preparo e consumo. Dentro
deste meio, a incorporacdo de substancias, e até microrganismos benéficos, séo
empregados a fim de auxiliar na manutencdo do metabolismo e fisiologia do organismo
humano. Microrganismos probidticos tém sido utilizado sem muitos produtos
alimenticios (DE ASSIS SILVA, 2017; PANDA, 2017; RANADHEERA, 2017; DE
ALMEIDA, 2018; DE ARAUJO, 2018; MARTINS, 2018).

Nos ultimos anos, as culturas de kefir tem sido um importante topico de estudo,
uma vez que estas culturas apresentam uma rica variedade de cepas de bactérias acido
laticas e de leveduras, as quais possuem potencial probidtico (WESCHENFELDER,
2009). Na producéo de kefir, a variedade das cepas € influenciada pela matriz utilizada
como meio de cultura, sendo os substratos mais utilizados para a proliferagéo do kefir o
leite, &gua e sucos(CASSANEGO et al, 2015; WSZOLES et al., 2001; WITTHUHN et
al., 2004).

Em termos de desenvolvimento de novos produtos para 0 mercado, 0 presente
trabalho tem como proposta a elaboracdo de uma bebida fermentada com potencialidade
probiotica utilizando como matriz de fermentagdo dos microrganismos a polpa do umbu
(Spondias tuberosa Arruda Camara) e a cultura dos grdos de kefir como inoculante,

buscando obter um alimento com propriedades funcionais.



OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma bebida fermentada de umbu (Spondias tuberosa Arruda Camara)
com potencial probidtico utilizando cultura de kefir e realizar anélise da viabilidade de
tais microrganismos e dos compostos bioativos presentes na bebida, ao longo do tempo

de armazenamento.



CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a popula¢do mundial vem se preocupando mais com a qualidade
e expectativa de vida, buscando sempre melhorar sua rotina com a inclusdo de habitos
saudaveis como o consumo crescente de alimentos que tenham propriedades funcionais
(OLIVEIRA, 2020). Além disso, ha quem busque alimentos de facil preparo e consumo
que sejam adequados a rotina atual de atividades pessoais e de trabalho, implementando
habitos saudaveis (OLIVEIRA, 2020).

Segundo a Kerry Global Consumer Research para Wellmune® e GanedenBC30
(2019), em uma pesquisa realizada em 2019 com 800 consumidores do Brasil mostrou
que 49% usa, ja utilizou ou pretende utilizar produtos contendo bactérias benéficas para
0 organismo humano, incluindo alimentos com potencialidade probidtica, nos ultimos
seis meses. Nesta mesma pesquisa aborda o fato que grande parte desses consumidores

entendem os beneficios que os probioticos proporcionam a saude.

Em 2021 mercado mundial de probidticos atingiu a marca de US$ 61,50 bilhdes, e
tende a crescer auma CAGR(Compound Annual Growth Rate) de 8,4%, atingindo o valor
de US$ 108,16 bilhGes até 2028,realizado pelo relatério de pesquisa publicado por
Pesquisa de Mercado de Brandessence (BRANDESSENCERESEARCH, 2022). Ainda,
devido a pandemia da COVID-19, iniciada no ano de 2020, muitas pessoas buscaram
melhorias no sistema imunolégico, impactando em um crescimento positivo na demanda
de produtos de proporcionem tal beneficio, em especial produtos alimenticios
(BRANDESSENCERESEARCH, 2022). A Figura 1 apresenta os resultados da pesquisa

realizada pela Brand Essence Research, referente ao mercado mundial de probidticos.



Figura 1 Dados de pesquisa realizado pela Brand Essence Research referente ao
mercado de probidticos
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Fonte: BRANDESSENCERESEARCH, 2022

Um dos produtos que tem o potencial de satisfazer a necessidade do mercado de
alimentos prontos para 0 consumo € o mercado de bebidas, onde ha a possibilidade de
oferecer um alimento com beneficios nutricionais e de facil consumo e digestdo
(WENDLING, 2013). Neste quesito, existe uma gama de possibilidades de
desenvolvimento de produtos, como por exemplo sucos e iogurte com variadas

consisténcias, sabores e beneficios.

As bebidas com potencialidade probidtica vem sendo visadas pelas suas
propriedades microbioldgicas, proporcionando ao ser humano uma colaboracdo ao seu
sistema digestivo e auxiliando na prevencdo de muitas doencas (DE MORAES et al.,
2019). Isto se da pelo fato da simbiose entre microrganismos presentes nestas bebidas
com a microbiota intestinal(MAGALHAES et al., 2010ab; MARSH et al., 2013). Além
disso, muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar compostos que também

colaboram de forma funcional com o corpo humano.

Neste contexto, este trabalho buscou desenvolver uma bebida fermentada
utilizando graos de kefir com uma matriz de polpa de umbu, visando obter uma bebida
com microrganismos probidticos e propriedades bioativas benéficas para a saude dos

consumidores.



1.2. UMBU

O umbu (Spondias tuberosa L.) se caracteriza como um fruto carnoso, possuindo
cerca de 8 a 23g, sendo constituido por cerca de 22% e casca, 68% de polpa e 10% de
caroco. Ele possui formato arredondado, tendo de 2 a 4cm de diametro, e coloracao entre
verde, quando no inicio da maturacdo, e amarelo-esverdeada a amarela, quando maduro
(SANTOS et al., 2017).

A principal forma de consumo de umbu é in natura, sendo, também,
comercializado/consumido processado, em forma de doces, polpa, suco, néctar, sorvete,
licor, pasta, cristalizado e desidratado (BASTOS; MARTINEZ; SOUZA, 2016; SANTOS
etal., 2017; SOUZA et al., 2018). Os frutos possuem elevadas quantidades de compostos
antioxidantes, alcaloides, taninos e flavonoides, além de ter carater antimicrobiano,

antiparasitario, entre outras propriedades benéficas a satude (SOUZA et al., 2018).

A planta é adaptada a climas secos e regiGes menos chuvosas, tendo sua origem
na regido semiarida do nordeste brasileiro. Em 2018, sua maior produ¢do se concentrou
na Bahia, com uma producéo aproximada de 5.757 toneladas de fruto, equivalente a 74%
do total produzido no pais (SOUZA et al., 2018; IBGE, 2019).

As plantas do umbuzeiro possuem safra anual, dependendo das condi¢bes
climéaticas ao qual se encontram, podendo ser capazes de produzir até 300kg de fruto
por planta (LIMA FILHO, 2011). O umbuzeiro é resistente a seca e seus frutos sdo
fontes de renda para maioria dos agricultores familiares da regido semiarida (DE
SOUZA et al., 2021). Porém, por possuirem safra limitada e alta perecibilidade, com
tempo de vida util de dois a trés dias ap6s a colheita, ha a necessidade de implementacao
da tecnologias pds-colheita ou de processamento para manter a qualidade dos frutos ou
obter produtos processados que permitam a oferta no mercado por mais tempo, assim

como em mercados distantes das regies produtoras.

O umbu tem ganhado interesse comercial por ser um fruto saboroso e com altos
teores de compostos bioativos (ALMEIDA et al., 2011; SILVA et al., 2012) como
compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e taninos (DUTRA et al., 2017; RIBEIRO
et al., 2019, THASSYA LUCAS DOS SANTOS et al., 2019). Estudos mostram que

umbus possuem teores de compostos fendlicos de 158,54 mg/kg, flavonoides de 69,30mg



/kg e carotenoides como o B-caroteno de 4,16 mg/100g e o licopeno de 5,67mg/100g
(ZIELINSKI et al., 2014).

Segundo Dias et al. (2019) e Sameh et al. (2018), membros do género Spondias
sdo comumente utilizados na medicina tradicional para tratamento de muitas doengas, por
apresentarem substancias antioxidantes, protetoras de Ulceras, fotoprotetoras, anti-
inflamatorias, antiartritico, tromboliticas,hipoglicémicas,anti-
hipertensivas,antimicrobianas,antipirético,  hepatoprotetoras, antivirais e anti-
helminticas, relacionadas a elevada gama de fito constituintes presentes neste género,
podendo assim destacar a presenca de Oleos essenciais, taninos, flavonoides, esterais,

polissacarideos e aminoacidos.
1.3. ALIMENTO FUNCIONAL

Alimentos funcionais sdo alimentos ou ingredientes que produzem efeitos
metabolicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude, além de suas funcbes
nutricionais basicas (CARDOSO; OLIVEIRA, 2008). Este efeito ocorre em sua maioria
quando estes séo consumidos como parte de uma dieta usual, sendo seguro seu consumo
com estes objetivos geralmente sem necessidade de supervisdo médica como no caso de

um medicamento.

O termo “Alimento Funcional” passou a ser adotado no Japao, que iniciou a
producdo e comercializagdo de alimentos funcionais conhecidos como FOSHU (Foods
for Specified Health Use). Os alimentos funcionais japoneses sustentam um selo de
aprovacdo do Ministério da Salde e Bem-Estar. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece procedimentos para registro de alimento com
alegacdo de propriedades funcionais e ou de satude em sua rotulagem (ANVISA, 2019).
Por meio dela, o Brasil define alimentos e/ou novos ingredientes como alimentos ou
substancias sem histérico de consumo no pais, ou alimentos com substancias ja
consumidas que, entretanto, venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito

superiores aos atualmente observados nos alimentos utilizados na dieta regular.

Segundo a ANVISA (2019), os chamados “Alimentos Funcionais” estiao
relacionados ao papel metabolico ou fisiolégico que um nutriente (ex. fibras) ou néo
nutriente (ex. licopeno) tem no crescimento, desenvolvimento, manutengdo e outras

funcbes do organismo. Ou seja, estes alimentos contém ingredientes que podem auxiliar



na manutencdo de niveis saudaveis de triglicerideos, na protecdo das células contra os
radicais livres, no funcionamento do intestino, na redugédo da absorcéo do colesterol, no
equilibrio da flora intestinal, entre outros, desde que seu consumo esteja associado a uma

alimentacéo equilibrada e habitos de vida saudaveis.

A Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2/2002, da ANVISA, estabeleceu
critérios para avaliacdo de seguranca, registro e comercializagéo de substancias bioativas
e probidticos isolados com alegacdo de propriedade funcional e/ou de saude. De acordo
com esse regulamento, consideram-se substancias bioativas, além dos nutrientes, 0s
ndo nutrientes que possuam acdo metabolica ou fisioldgica especifica. A substancia
bioativa deve estar presente em fontes alimentares, de origem natural ou sintética,
desde que comprovada a seguranca para 0 consumo humano. Sao classificadas em
carotenoides; fitoesterdis; flavonoides; fosfolipideos; organossulfurados; polifendis; e
probidticos (ANVISA, 2002).

A Food and Drug Administration (FDA) regula os alimentos funcionais com
base no uso que se pretende dar ao produto, adicionando esta informacdo na descrigdo
presente nos rotulos ou nos ingredientes do produto. A partir destes critérios, a FDA
classificou os alimentos funcionais em cinco categorias: alimento, suplementos

alimentares, alimento para usos dietéticos especiais, alimento-medicamento e droga.

A nutricdo funcional é uma tendéncia adotada a fim de abordar a ciéncia da
nutricdo e tem como proposito avaliar a influéncia do alimento com o organismo. Nesse
aspecto € estudado a importancia de nutrir o organismo adequadamente, ndo apenas em
quantidade, mas em qualidade, para que este adquira todos 0s nutrientes essenciais ao seu
bom funcionamento, levando a consideracao a boa digestdo para uma efetiva absorcao e
utilizacdo do corpo humano (DOS SANTOS MORAES, 2018).

1.4. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os estudos dos compostos bioativos sdo importantes para ampliar o conhecimento
das propriedades dos alimentos e incentivar sua introducgdo na alimentacgéo da populagéo.
Dentre as propriedades de tais compostos, destaca-se a atividade antioxidante, sendo um
dos parametros utilizados para se avaliar o valor nutricional de frutas, associado a reducéao
do risco de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (ABOUL-ENEIN et al.,
2013).



Os compostos fenolicos, constituidos por anéis aromaticos e grupos hidroxilas,
bem como os carotenoides, compostos associados a cor dos alimentos e precursores da
vitamina A, podem ser detectados em quantidades elevadas em frutos nativos, ganhando
destaque, por possuirem propriedades importantes como a atividade antioxidante
(HAMINIUK et al., 2011; VIDIGAL et al., 2011; DAMODARAN, 2019)

Os compostos fenolicos, constituidos por um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxila como grupos funcionais (TEVERON, 2010),possuem a maior atividade
antioxidante em frutas, sendo representados em grande parte pelos polifenois e
flavonoides (EBERHARDT et al., 2000). Sdo produtos aromaticos que englobam um dos
grupos de substancias mais importantes e variadas pertencentes ao metabolismo
secundario dos vegetais, com estruturas que podem ser divididas em vérias classes de
acordo com o esqueleto carbonico (BALASUNDRAM et al, 2006; HAMINIUK et al.,
2012; MELO et al., 2008).

Quando ingeridos por meio dos alimentos, o organismo humano transforma-os em
acidos fenolicos ou estruturas de lactona pela microbiota intestinal, produzindo
metabdlitos com propriedades bioldgicas e atividade antioxidante (JORDAO, 2018).
Além disso, também em acdo no organismo, relaciona-se com a modulagédo de enzimas
de detoxificacdo, reducdo da agregacdo plaquetaria e da prevaléncia de aterosclerose,
alteracdo do metabolismo das fracdes do colesterol e na reducdo da pressao sanguinea
(VIDAL etal., 2012).

A presenca destes compostos em produtos alimenticios influencia diretamente sua
estabilidade, caracteristicas sensoriais e nutricionais, possibilitando a prevencdo de sua
deterioracdo por meio de reacdes radicais de extincdo responsaveis pela oxidacdo de
lipidios (COS et al., 1998; LAUGHTON et al., 1991; MIKOLAJCZAK; TANSKA;
OGRODOWSKA, 2021).

1.5. PROBIOTICOS

Probiodticos sdo microrganismos vivos sdo administrados em quantidades
adequadas e de maneira continua, visto que ndo colonizam o intestino e desaparecem do
trato gastrointestinal quando tem seu consumo interrompido, atuam com efeito benéfico
a saude humana (FAO, 2001; CABRAL, 2014; DIAS et al., 2016). Conforme descrito



por Cassanego et al. (2015), os probioticos provocam o estimulo do sistema imunoldgico,

diminuindo a incidéncia de infecgdes.

Além disso, ha estudos que comprovam que a administracdo de probioticos ajuda
no tratamento de alguns transtornos (DE MORAES et al., 2019). Os estudos de Kazemi
et al (2019). e Akkasheh et al. (2016). relataram o impacto da administracdo de
probioticos em individuos diagnosticados com Transtorno Depressivo Maior. Os autores
utilizaram para a pesquisa a ferramenta de Avaliagdo do Grau Depressivo (BDI),

indicando diminuicdo significativa na pontuacdo do grupo que utilizou os probi6ticos.

Conforme ANVISA (2018), para que um microrganismo seja considerado
probidtico para utilizagdo humana, requer demonstragdo da sobrevivéncia as condicoes
do trato digestério humano e evidéncia de efeito em humanos obtida por meio de estudos
que sejam conduzidos com a linhagem do micro-organismo, envolvam um grupo
representativo da populacéo de interesse ou cujos resultados possam ser extrapolados para
aquela de interesse, considerem a quantidade minima sugerida para obtencao do beneficio
e avaliem desfechos relevantes para o beneficio alegado.

Os principais tipos de cepas utilizadas como probidticos sdo Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium, Enterococcus e Saccharomyces (PEREIRA,
2017; VALERO-CASES, 2017).

As bebidas fermentadas de bactérias acido laticas (BALs) podem afetar agentes
patogénicos de origem alimentar. Segundo publicacdo da FAO (2013), as culturas de
BALs isoladas a partir de leite fermentado naturalmente (Amasi) inibiram a sobrevivéncia
e crescimento de agentes patogénicos humanos como a Escherichia colie e Salmonella
enteritidis, em estudos realizados no Zimbabue. Ainda neste trabalho da FAO (2013), sdo
relatadas outros tipos de fermentados e seus beneficios para o ser humano, o que inclui
tratamento de Ulceras no estdmago, distarbios hepaticos, agente terapéutico no tratamento

de tuberculose entre outros.

A sua gama de beneficios para o corpo humano vem diretamente da influéncia
que os probioticos tém para com o sistema gastrointestinal. Qualquer alteracdo na
composicdo da microbiota, caracterizada como disbiose, pode levar a um aumento da
permeabilidade intestinal, resultando numa passagem de lipopolissacarideo (LPS) para a

circulacdo sistémica, o que gera uma endotoxemia metabolica e desenvolvimento de um



estado inflamatorio cronico (DOS SANTOS MORAES, 2018). Quando isso acontece,
provoca sintomas como gases, diarreia ou constipacdo, sendo também relacionado com
doencas cardiovasculares, sindromes metabolicas e desordens do sistema nervoso central
(MILLION et al., 2012; PALAU-RODRIGUES et al, 2015).

Os mecanismos de acdo pelos quais os probidticos estdorelacionados a modulagéo
da microbiota intestinal,através de diferentes atividades antimicrobianas através de
mecanismos ndo especificos, por exemplo, producédo de acidos graxos de cadeia curta e
modulacdo do pH e perdxido de hidrogénio, ou a producdo de toxinas especificas, com
faixas de morte muito estreitas, como bacteriocinas, bacteriéfagos ou substancias
inibidoras do tipo bacteriocina (O'TOOLE; COONEY, 2008; CHUGH; KAMAL-
ELDIN, 2020).

Bactérias probioticas, particularmente bactérias lacticas e bifidobactérias, tém
diferentes atividades metabdlicas catalisadas por proteases, lipases, esterases e amilases,
as quais podem estar faltando no hospedeiro (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017)A
modulacéo direta do sistema imunoldgico pode ser secundaria a inducgéo de citocinas anti-

inflamatdrias ou pelo aumento da producéo de IgA secretora (SOUZA et al., 2010).

Para garantir um efeito continuo, devem ser ingeridos diariamente a quantidade
minima viavel para os probidticos deve estar na faixa de 10® a 10° UFC/g, conforme
indicacdo do fabricante. Porém, a concentracdo de probidticos pode variar bastante de
acordo com a cepa e o produto a ser ingerido (OMG, 2011; ANVISA, 2001). Este ponto
leva a possibilidades para campos de pesquisas relacionados a salde do corpo humano,

utilizando microrganismos probidticos na elaboracdo de produtos para consumo.
1.6. KEFIR

A resolucdo n° 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimentos (MAPA) define kefir como o produto derivado lacteo cuja
fermentagdo se realiza com cultivos &cido-lacticos elaborados com gréos de kefir,
encontrando microrganismos probidticos como Lactobacillus, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producéo de &cido lactico, etanol e dioxido
de carbono (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO,
2000). Historicamente, os produtos provenientes dos gréos de kefir, € utilizado para

promover e manter a boa saude, fazendo jus ao seu significado literal, provindo da palavra



“keif”, “boa sensa¢do” (LEITE et al., 2015; SATIR; GUZEL-SEYDIM, 2016). Alguns
estudos comprovaram cerca de 30 espécies de microrganismos incorporados em uma
matriz de polissacarideos e proteinas, o que faz com que estes grdos de kefir sejam
considerados potentes probidticos (NIELSEN et al, 2014).

Fatores como regido de origem, o tempo de utilizacdo, o substrato utilizado para
proliferacdo dos gréos e as técnicas usadas em sua manipulacao interferem na composigédo
microbiana dos grdos de kefir (WITTHUHN et al., 2004). Durante o processo
fermentativo do kefir, a multiplicacdo das bactérias acido laticas (BALS) e leveduras
ocorre na matriz polissacaridea, gerando novos grdos de kefir que mantém o mesmo
equilibrio microbiolégico presentes nos grdos originais (WITTHUHN et al., 2005;
WOUTERS et al., 2002).

Zubillaga et al. (2001) descreveram os grdaos de kefir como uma associacdo
simbidtica entre bactérias lacticas, bactérias acéticas e leveduras entre outros
microrganismos. Autores isolaram e identificaram microrganismos presentes em kefir de
Bali, em um total de 115 isolados, 68,7% representavam as bactérias acido lacticas e
31,3% eram as leveduras, sendo a Candida famata a maior representante das mesmas
(SURIASIH et al., 2012).

Bergmann et al., (2010) identificam o perfil microbiolégico distinto, alguns
microrganismos similares ao comumente encontrado em culturas de kefir e outros ainda
ndo reportados na literatura. Em um de suas amostras contendo graos de Kefir cultivados
em solucdo aquosa de agucar mascavo e encontraram, além de bactérias como
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus, foram encontradas espécies
de leveduras, sendo elas: S. cerevisiae, Candida colliculosa, Toruspola delbruechii,
Candida inconspicua, Candida magnoliae, Kloekera sp., Candida famata, Kluyveromices
lactis, K. marxianus e Candida kefir(BERGMANN et al., 2010).

O produto da fermentacdo do Kefir é de carater acido e de leve teor alcodlico. Sua
elaboracdo se da a partir de gréos, que sdo utilizados como cultura starter, contendo uma
populacéo estavel de microrganismos, obtendo, durante seu processo fermentativo, aroma
e sabor caracteristicos (CASSANEGO et al., 2015; DIAS et al., 2016). A bebida é
produzida com diferentes matrizes alimenticias como o leite de vaca, cabra, bdfala,

ovelha, entre outros leites, assim como agua e suco de frutas (CASSANEGO et al., 2015).



A velocidade de multiplicacdo microbiana na matriz utilizada € influenciada por
fatores como a concentragdo e tipo de agUcar, temperatura, auséncia de contaminantes e
agitacdo do recipiente de fermentagdo (SANTOS, 2012).Nesse processo, 0S
microrganismos sintetizam substancias que proporcionam textura e sabor caracteristicos
ao fermentado (SCHWAN et al, 2015).

Apesar do alto potencial funcional, ainda existem poucos estudos envolvendo a
producdo de bioativos em fermentados de kefir, ainda assim, pesquisas cientificas
evidenciam que as enzimas proteoliticas dos microrganismos, envolvidos na fermentacao,
podem contribuir para a liberacdo de peptideos bioativos, conferindo ao kefir efeitos
antioxidantes benéficos a saide (DOS SANTOS CAVARARO et al, 2018).

Como resultado da fermentagdo microbiana, hd a producdo de &cidos latico,
acetico e gliconico, alcool, gas carbénico, vitamina B12 e polissacarideos que favorecem
caracteristicas organolépticas Unicas do kefir, além de contribuir para uma melhor
digestibilidade, devido a presenca de [-galactosidase microbiana no kefir, enzima que
auxilia na digestdo da lactose no intestino (GARROTE et al., 2001; PUERARI et al.,
2012; FIORDA et al., 2017).

O consumo continuo de kefir pode trazer uma série de beneficios a satde. DIAS
et al. (2016) relatam em seu estudo o equilibrio da microbiota intestinal, a estimulacéo de
sistema imune e acgdes antitumoral e antimicrobiana. Sonestedt et al. (2011)
avaliaramdurante 12 anos 2.520 pessoas com problemas cardiovasculares, as quais
perceberam uma relacdo inversa entre o consumo de leite fermentado e doencas
cardiovasculares (DCV).No processo de fermentacdo, ocorre também a producdo do
kefiran pelo microrganismo Lactobacillus kefiranofaciens, que se constitui em
heteropolissacarideo com proporc¢des equivalentes de glicose e galactose, e se distingue
por sua acdo antitumoral, antifungica, antibacteriana, imunomoduladora, anti-
inflamatoria e antioxidante (BOURRIE et al, 2016; PRADO et al, 2015).

1.7. DESENVOLVIMENTO DE NOVOS PRODUTOS

Nos ultimos anos, a busca pelo aumento da vantagem competitiva tem levado
muitas organizacdes a inovar (DE BARCELLOS & LIONELLO, 2011). Na industria

alimenticia, a inovacdo € uma importante fonte de diferenciagdo e uma oportunidade de



agregacao de valor para os gestores desenvolverem novos produtos, constituindo uma

vantagem competitiva no cendrio globalizado(DE BARCELLOS et al., 2009).

A acirrada concorréncia e o perfil cada vez mais exigente dos consumidores, que
tem se tornado menos fiéis as marcas, tem tornado o desenvolvimento de novos produtos,
com alto padrdo de exceléncia nos niveis de qualidade, cada vez mais importante para
atender a crescente de manga do mercado (GOUVEIA, 2006; SENHORAS,2014).

A inovacdo é caracterizada pelo desenvolvimento de novas fontes, novos
métodos, novos processos, novas formas de organizacdo e novos produtos
(SENHORAS,2014). Conforme Schumpeter (2017), inovacao € o impulso que mantém o
capitalismo em movimento definindo a atividade empresarial, uma vez que ela rompe a
rotina econdmica e, dessa maneira, 0 equilibrio estacionario existente, impedindo

qualquer espécie de reacdo de adaptacdo do sistema, na procura do antigo equilibrio.

A gestdo de inovacdo tem ganhado grande destaque, visto que sdo responsaveis
pelo desenvolvimento empresarial e a diversificacdo mercadolégica. Uma gestdo bem
estruturada, no processo de desenvolvimento de novos produtos, pode significar, dentre
diversos fatores, uma maior eficacia e capacidade de diversificacdo, menores custos e
tempo e um melhor potencial para transformacao de novas tecnologias em novos produtos
(JUGEND, 2006).

O processo de inovagdo de um produto pode ser descrito em quatro diferentes
etapas (POLIGNANO & DUMOND, 2001):

12 etapa — é caracterizada pela BUSCA, nesta as ideias sdo convertidas em oportunidades
para criacdo de novos clientes, produtos e mercados.

22 etapa — é a etapa da AVALIACAO, onde ocorre a analise das oportunidades em termos
de seu potencial total. Nesta, as ideias mais promissoras sdo transformadas em conceitos
de produtos e traca-se uma linha de raciocinio para o trabalho de desenvolvimento.

3% etapa — é a etapa do DESENVOLVIMENTO, onde acontece a antecipagédo dos fatores
criticos que podem promover o fracasso ou 0 sucesso de cada oportunidade, € realizado
o detalhamento do projeto, a construcao e testes com protétipos, a prototipagem-piloto e
a preparagéo para a producdo em larga escala.

42 gtapa — é a etapa da PERSEGUICAO, onde acontece o desenvolvido de um plano de

acao para que, um suposto fracasso do seja evitado e, ocorra a promogédo do novo produto.



Figura 2. Processo de Inovacao de Produto
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Além disso, uma macrogestdo da inovacdo deve ser levada em conta, sendo
inserido em suas estratégias a dindmica concorrencial. Para tal, pode-se ser utilizado uma
ferramenta conhecida como “Matriz Produto-Mercado”, que ¢ um modelo que avalia a

dindmica de desenvolvimento e interagédo entre produtos e mercados (Tabela 1)

Tabela 1. Matriz Produto — Mercado, baseado no modelo de Vasco (2001).

Produtos atuais Novos produtos
Mercados atuais Estratégia de Penetracédo Estratégia de
de Mercado ! Desenvolvimento de
Produto 3
Novos Mercados Estratégia de Estratégia de
Desenvolvimento de Diversificagéo
Mercado 2

1 Ocorre mediante a venda de maiores quantidades de produtos a novos ou atuais clientes
nos mercados existentes;

2 Ocorre mediante a transferéncia da linha de produtos para novos mercados;

% Ocorre com o objetivo de aumentar o grau em que o produto satisfaz as necessidades
dos mercados existentes;

4 Ocorre pela soma de novos produtos com novas missdes em novos mercados.
1.8. MERCADO DE BEBIDAS PRONTAS PARA CONSUMO

Entre os anos de 2014 e 2018 a industria nacional de alimentos e bebidas sofreu
retracdo em crescimento, porém vem se recuperando desde entdo, mesmo frente ao
cenario da pandemia do coronavirus (ABIA, 2020). As industrias de alimentos, no ano de
2020, investiram R$ 21,2 bilhdes em fusdes e aquisi¢des, expansdo de plantas fabris,
investimento em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e aquisicdo de maquinas e
equipamentos, o que corresponde a 2,7% do faturamento total do setor, valor 4,8% menor
gue no ano anterior (ABIA, 2020).



O mercado de alimentos funcionais pode ser caracterizado como “technology-
push”, predominantemente orientado pela busca de novas oportunidades de produtos
inovadores pelas empresas e, pela demanda dos consumidores (DE BARCELLOS &
LIONELLO, 2011). Segundo Urala e Lahteenmaki, (2007), os principais fatores que
influenciam a intencdo de consumir alimentos funcionais sdo sabor, qualidade, preco/

valor, conveniéncia e os beneficios que trar a satde.

A busca pelos produtos funcionais vem crescendo com afinco desde entéo, o que
inclui a busca por probidticos. Dentro desse mercado, estdo incluidos os alimentos e
bebidas, devido a pela grande preocupacdo com a satde de forma preventiva e terapéutica
(BRANDESSENCERESEARCH, 2022).

Os alimentos funcionais sd&o uma excelente oportunidade para ingresso no
mercado, pois possuem uma taxa de crescimento anual de aproximadamente 10% (DE
ASSIS SILVA, 2017). Com as tendéncias do mercado, os alimentos associados a uma
forte imagem de “satde” representam uma fonte de diferenciacdo e de rentabilidade em
certos ramos do setor alimentar. Para as indUstrias de alimentos, a chave do sucesso no
mercado de produtos funcionais reside na inovacéo, 0 que constitui uma poderosa barreira
a entrada de novas empresas. Para atender as demandas especificas em termo de salde,
as industrias devem cada vez mais especializar-se e segmentar seus produtos, o que lhes
obriga a realizar investimentos pesados na area da pesquisa e desenvolvimento e na area

da comunicacéo.

Em se tratando de bebidas, o Brasil é rico em variedades de frutos contendo uma
gama de componentes nutritivos e benéficos para a satde, dentre eles estdo os compostos
fendlicos (FALLER & FIALHO, 2009). Isto da a inddstria alimenticia a oportunidade
para explorar uma diversidade de produtos elaborados a partir deles, com caracteristicas

inovadoras.

Segundo Tireki (2021), as tendéncias globais para o consumo de bebidas néo
alcoolicas passaram para a preferéncia daquelas que contenham alguma caracteristica
funcional. A producdo de bebidas fermentadas provenientes do kefir, em sua grande
maioria é realizada por meio artesanal (WESCHENFELDER, 2009). Em meio industrial,
a producao de bebidas que contenham microrganismos probidticos é realizada utilizando

culturas isoladas, deixando de explorar as propriedades nutricionais oriundas da



fermentacao dos graos de kefir, que apresenta uma complexa microbiota em sua matriz
polissacaridea (WESCHENFELDER, 2009).
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CAPITULO 2 - OTIMIZACAO DE FORMULACAOPARA APRODUCAO DE
BEBIDA FERMENTADA DE UMBU COM GRAOS DE KEFIR

2.1. INTRODUCAO

A otimizac&o de processos ¢ uma etapa fundamental para tornar o processo produtivo
mais eficiente, eliminando potenciais falhas e melhorando o desempenho. Além disso,
tem como objetivo impactar positivamente na reducdo dos custos de investimentos e
producéo, realizando mais com menos e eliminando partes redundantes no processo
produtivo (ELLNER, 2020). Isto se aplica, dentre outras reas, a otimizagdo de processos
biotecnologicos, onde as variaveis do processo sdo analisadas para encontrar a rota mais

eficiente.

A aplicacéo do planejamento experimental na industria é fundamental para a inovagéo
no desenvolvimento de novos produtos e para o controle de processos (MONTGOMERY,
2001). O método estatistico de delineamento composto central rotacional (DCCR) vem
sendo muito utilizado para esta finalidade (ROSA, 2021). Esta ferramenta estatistica
consiste na obtencdo de um modelo matematico representativo em termos das principais
variaveis de interesse estudadas, dentro de certo nivel de confianca, utilizando o minimo
possivel de amostras experimentais, e consequentemente reduzindo o volume de
amostras, tempo e custos com andlises. Dentro dos passos para a realizacdo do
planejamento estratégico do DCCR estd a analise estatistica e a interpretacdo dos
resultados obtidos, ajuste dos modelos, verificacdo da validade dos modelos utilizando
analise de variancia e por fim, definicéo das faixas 6timas de operacéo por meio da anélise
da superficie de resposta (DE ASSIS MOURA, 2017).

A Metodologia de Superficie de Respostas (MSR) é uma ferramenta muito utilizada
para otimizar o processo de producédo de alimentos processados (BARROS NETO et al,
2002; BOX et al, 1978). Esta metodologia baseia-se na variacdo simultanea de variaveis
independentes, selecionadas por sua influéncia nas propriedades do processo, 0 que é
nomeado como varidveis dependentes ou respostas (GRIZOTTO et al, 2005). Os
resultados experimentais permitem entdo identificar a melhor combinagdo entre os

processos produtivos para obter um produto final com a qualidade desejada.



Uma grande parte da populacdo sofre com intolerancia a determinados produtos como
derivados lacteos, sendo desta forma necessario o desenvolvimento de novos produtos a
base de frutas como o umbu para atender a demanda de alimentos saudaveis e sem
restricdes de consumo (DE OLIVEIRA GOMES, 2020).Neste contexto, a elaboracdo de
uma bebida fermentada a base de umbu com grdos de kefir pode trazer beneficios
adicionais ao consumo de frutas, melhorando também o processo de digestdo de
individuas que apresentam intolerancia a outros alimentos (DE OLIVEIRA GOMES,
2020). Desta forma, considerando a falta de informacgdes sobre formulacdes de kefir
utilizando umbu, torna-se necessario avaliar diferentes combinacGes do processo
produtivo para obter uma formulagdo otimizada de bebida fermentada a base de umbu
com graos de kefir.

2.2. OBJETIVO

Obter uma formulacdo otimizada de bebida fermentada a base de umbu com gréos de
kefir.

2.3. MATERIAIS E METODOS
2.3.1. Local do desenvolvimento da pesquisa

Esse experimento foi realizado no Laboratério de anélises de alimentos (LAA),
do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), Aracaju, SE, em parceria com o laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pds-

colheita da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.
2.3.2. Matéria-prima

A polpa de umbu foi obtida em uma &rea experimental de umbuzeiro da Embrapa
Semiérido, Petrolina, PE. Os frutos foram colhidos no periodo de fevereiro a margo,
quando atingiram o estadio de maturacdo 3FTV-In (inchado) (CAMPQS, 2007). Apds a
colheita, os frutos foram higienizados, lavados e despolpados com uma despolpadeira
mecanica com malha de 0,8 mm modelo DMJ1-05 (Santa Catarina, Brasil), sendo a polpa
congelada a -18 °C. Ap0s esta etapa, a polpa foi transportada em caixas térmicas com gelo
parao DTA da UFS, onde foi armazenada a -18 °C. A polpa foi caracterizada em triplicata
para os teores de cinzas, lipidios, umidade, acidez titulavel, solidos soltveis, potencial

hidrogenibnico e vitamina C.



2.3.3. Cultura de Kefir

A cultura de kefir utilizada neste experimento foi obtida através de doacdo de uma
empresa produtora de bebida fermentada, localizada em Aracaju/SE.A analise
microbiologica foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia do DTA da UFS.A cultura
foi inoculada diretamente nas formulacdes determinadas no experimento. Foi utilizada

uma quantidade de cultura kefir de 10g/100ml.

2.3.4. Determinacéo das variaveis do DCCR

A escolha das varidveis se baseou na hipdtese de que o meio influencia no
desenvolvimento dos microrganismos, tendo como sua principal fonte de nutrientes os
acucares e outras substancias contidas na polpa de fruta (WSZOLES et al., 2001;
WITTHUHN et al., 2004; CASSANEGO et al, 2015; BERGMANN et al., 2010;
GONCALVES et al.,2018; LOPUSIEWICZ et al.; 2019) .

Os pontos codificados das varidveis teor de aglcar e concentragdo de polpa foram
obtidos de acordo com a Tabela 2, tendo como resultado quatro ensaios com pontos
fatoriais (+1 e -1), quatro ensaios com os pontos axiais (+1,41 e -1,41) e trés ensaios com

0s pontos centrais (0), totalizando 11.

Tabela 2. Calculos das variaveis dos ensaios do DCCR.

% AcuUcar Concentracéo de polpa
o= (2k)1/4 = 12-8=4 a=(2k)1/4 = 100 - 50 = 50
(22)1/4 = 1,4142 4/1,41=2,84 (22)1/4 = 1,4142 50/1,41=35
minimo: 4 % -1=8-2,84 = minimo: 0 % -1 =50-35=15%
5,16%
maximo: 12 % 1=8+2,84= méaximo: 100 % 1 =50+35 = 85%
10,84%
central: 8 % 0=8% central: 50 % 0=50%

1,41 =12% -1,41 = 4% 1,41 = 100% -1,41 = 0%




Assim sendo, os ensaios foram organizados segundo a tabela 3.

Tabela 3. Variaveis codificadas e decodificadas do DCCR.

ENSALO VARIAVEIS VARIAVEIS
CODIFICADAS DECODIFICADAS

Adicdo de Concentracdo  Adicdode  Concentracdo
acucar (%) dapolpa (%) acucar (%)  dapolpa (%)

1 -1 -1 5,16 15

2 1 -1 10,84 15

3 -1 1 5,16 85

4 1 1 10,84 85

5 -141 0 4 50

6 1,41 0 12 50

7 0 -141 8 0

8 0 1,41 8 100

9 0 0 8 50

10 0 0 8 50

11 0 0 8 50

2.3.5. Obtencdo do fermentado

Inicialmente, a polpa foi pasteurizada para entdo ser utilizada nas formulactes
definidas pelo planejamento experimental de DCCR. A temperatura de pasteurizacdo da
polpa (Figura 3) foi de 65°C £ 1°C por 30 minutos. Ap6s o resfriamento, até uma
temperatura de 25°C + 1°C, as formulagdes descritas determinadas pelo DCCR foram

preparadas, adicionando o agucar e o inoculo de kefir para a fermentacéo.

Figura 3. Realizagéo da pasteurizacéo lenta da polpa de umbu a 65°C + 1°C/30 min.




As formulacgdes foram incubadas em BOD a 25°C + 1°C por 24h, para a realizacéo
da fermentacéo (Figura 4). Ap0s este tempo, os fermentados foram coados para a retirada
dos gréos. O sobrenadante foi reservado e refrigerado a 8°C = 1°C por 24h (Figura 5).
Esta temperatura foi utilizada por representar a média de refrigeracdo de expositores de

redes de supermercado.

Figura 4. Preparo dos fermentados de umbu com gréos de kefir para a fermentacéo.

2.3.6. Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas na caracterizagdo da polpa
constituindo nas anélises de cinzas, lipidios, umidade, acidez titulavel, analise de sélidos

sollveis, potencial hidrogeniénico e acido ascorbico.
2.3.6.1. Anadlise de cinzas

A andlise de cinzas foi realizada pelo método de determinagdo de cinzas, de
acordo com as normas analiticas do IAL, utilizando a metodologia 018/1V, residuo por
incineracdo, com adaptacdes. Foram utilizados cadinhos de porcelana previamente
tarados a 550°C em mufla, nos quais foram medidos 5mL da amostra. As amostras foram
evaporadas em placa aquecedora, incineradas em mufla, resfriadas em dessecador até a



temperatura ambiente e pesadas. A pesagem foi feita até a obtencdo do peso constante
(IAL,2008).

2.3.6.2.  Anadlise de lipidios

Para a determinacéo de lipidios, foram medidos 2ml da amostra, posta em papel
filtro e algodéo, sobreposta em cartuchos para Soxhlet que foram deixados em refluxo
por um periodo de 6 horas em balBes de fundo chato previamente tarados em estufa a
105°C. O hexano foi solvente utilizado. O baldo com o extrato foi transferido para estufa
a 105°C até peso constante (IAL,2008).

2.3.6.3.  Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, onde foram pesadas cerca
de 2,59 de amostra em cadinhos de porcelana, previamente tarados, e levados a estufa a

105°C.As amostras foram pesadas até obter peso constante.
2.3.6.4.  Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia 312/1V descrita
por Adolfo Lutz (2008), onde foram medidos 2,5ml da amostra em um baldo de 25ml,
sendo este aferido com 4agua destilada. Para titulacdo, foi adicionado 3 gotas de
fenolftaleina 1% e titulado com solucdo de hidroxido de sodio 0,1M, sob agitacdo

constante, até que a coloracgdo rosea persistisse por, pelo menos, 30 segundos.

O célculo da acidez foi realizado utilizando-se a equacdo abaixo, tendo o0s

resultados expressos em g de acido citrico/100g de matéria fresca.

VxfxMxPM

_ (s A To
T0%Pxn g de [acido organico]%

Onde:

V = volume da solugdo de NaOH gasto na titulacdo (ml)
f = fator de correcdo da solugéo de NaOH

M = molaridade da solucdo de NaOH

PM = peso molecular de &cido citrico (PM=192)

P = massa da amostra (g)

n = namero de hidrogénios ionizaveis (N=3).



2.3.6.5. Analise de sélidos sollUveis

A andlise de solidos soluveis foi realizada pela medic&o de seu indice de refracdo
por comparacdo com tabelas de referéncia, de acordo com as normas analiticas do 1AL,
utilizando a metodologia 315/1V frutas e produtos de frutas, determinacdo de sélidos
sollveis por refratometria. A amostra homogeneizada foi transferida para o prisma do
refratdmetro digital (HI 96801), previamente calibrado e feita a leitura diretamente na
escala dos graus brix (1AL, 2008).

2.3.6.6.  Potencial hidrogeni6nico (pH)

A andlise de pH foi realizada pelo método de determinacdo direta, através de
medic&o pelo potencidmetro diretamente na amostra, de acordo com as normas analiticas
do IAL, utilizando a metodologia 017/1V, determinacdo do pH. Foram medidos 2,5mL
da amostra, diluidas com auxilio de 25 ml de &gua, homogeneizadas e o pH foi
determinado utilizando pHmetro (Marca: Hanna), previamente calibrado com solucdes
tampé&o 4,0 e 7,0 (IAL, 2008).

2.3.6.7.  Acido Ascdrbico (vitamina C)

A analise de vitamina C Total foi realizada utilizando o método descrito pela
AOAC 39.051, com adaptacdes. Para esta, foram medidos 2,5mL da amostra, onde esta
foi filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 25mL, sendo este aferido por uma
solugdo de extracéo, feita com acido oxalico 2%.Em seguida, foi transferida uma aliquota
de 7 ml do contetido do baldo para um Erlenmeyer, rapidamente titulado com a solucéo
corante de DCPIP (2,6-dicloroindofenol), solucdo feita com 50mg de sal sodio 2,6-
dicloroindofenol diluidas em 200 ml de &dgua destilada contendo 42mg de bicarbonato de
sodio (NaHCO:3), até obtencdo de uma coloracao rdésea, que deve persistir por, pelo menos
30s.A cada dia de andlise realizada foi executada a padronizacao da solucdo de DCPIP
(2,6-dicloroindofenol) com uma solugdo padrdo de &cido ascorbico 1mg/ml em solucéo
de extracdo. Uma aliquota de 2ml da solucéo de padréo de &cido ascorbico foi diluida em
5mL de solucéo de extracéo e entdo titulada com a solucdo de DCPIP até que persistisse
durante 5s a coloracdo résea. Para a minimizacdo de erros, foi feito também a titulacdo
da solucéo de dois brancos contendo, 7 ml da solucgdo de extracdo. Os resultados foram

expressos em mg de acido ascorbico/100g de amostra.



2.3.7. Analise de compostos bioativos

As analises de compostos bioativos foram aplicadas as 11 formulagdes
obtidas no estudo, sendo realizadas as quantificacbes de compostos fendlicos,

flavonoides e carotenoides, de acordo com cada metodologia proposta.
2.3.7.1. Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin
Ciocateau utilizando acido galico como padrao de referéncia, de acordo com Singleton e
Rossi, (1965), onde primeiramente foram preparadas as solucées de acido galico (5mg de
acido/100ml) e carbonato de sédio (7,5mg de carbonato/100ml) e realizada a curva de
calibracdo. Em seguida, as amostras foram analisadas utilizando 50 pL de extrato na
diluicdo 1:8, 3,95ml de agua, 0,25m da solucdo de Folin Ciocateau (10%) e 0,75ml de
carbonato de sédio. Foi homogeneizado e incubado no escuro por 2 horas. Apés o periodo
de incubacgédo foi lido no espectro com comprimento de onda de 750 nm. Onde os
resultados foram expressos em mg EAG/100g.

Figura 6. Curva padréo de acido gélico.
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2.3.7.2.  Flavonoides totais

Os teores de flavonoides foram analisados seguindo a metodologia proposta por
Boroski et al. (2015), com modificacdes. O procedimento consistiu na adi¢do de 500uL
de extrato, o qual foi preparado com metanol P.A., em 250uL de cloreto de aluminio 5%
em metanol (v/v) e 4,25ml de metanol P.A. O preparado foi homogeneizado em vortex e
mantido a temperatura ambiente por 30 min. Apos o tempo de descanso da solucéo, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro (Rayleigh modelo UV-2601) no comprimento
de onda de 425 nm. O branco foi analisado substituindo a quantidade de adi¢do de extrato

por metanol P.A. Os resultados foram expressos em mg/L. Utilizou-se como padréo a



quercetina nas concentragdes de 5,10,25,50,75, 100, 125,e 150 mg/L para a construgdo
da curva de calibragdo. A partir da equacédo da reta obtida, realizou-se o célculo do teor
de flavonoides, expresso em mg de quercetina/g de amostra.

Figura 7. Curva padréo de quercetina
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2.3.7.3.  Carotenoides totais

O teor de carotenoides foi determinado conforme o método descrito por
Lichtenthaler et al. (1987), pesando 2g da amostra e 0,29 de carbonato de célcio. Entéo,
em cada amostra foi adicionado 7ml de acetona a 80%. Em seguida, cada amostra foi
filtrada diretamente em baldo volumétrico ambar de 25ml. O residuo do papel de filtro
foi lavado 2 vezes com acetona a 80% e o volume completado com acetona a 80%. A
leitura foi realizada em um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 470 nm. Os
resultados foram calculados de acordo com as normas recomendadas pela metodologia

utilizada e expressos em pg/100ml de B-caroteno.
2.3.8. Anélise estatistica

Os fermentados obtidos foram avaliados para os parametros de qualidade fisico-
quimicas e microbioldgicas descritos acima, sendo os resultados submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey (5%), utilizando
o0 Software SISVAR verséo 5.6 (Copyright © 2015 by Daniel Furtado Ferreira).

A construcdo das superficies de resposta e otimizagdo do meio de cultivo foram
realizadas com o estudo dos efeitos dos fatores de acordo com os resultados da aplicagéo
do delineamento composto central rotacional (DCCR), com os parametros de quantidade
de polpa e de acucar, e tendo como variavel resposta os compostos bioativos em questéo.

A andlise estatistica e a obtencao de superficies de resposta foram realizados utilizando o



Software STATISTICA versao 14.0.0 (Stat Soft Inc®, USA) com nivel de significancia
de 5%, com as referidas validagdes.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Analises fisico-quimicas

Os parametros de caracterizacdo obtidos nas analises fisico-quimicas da polpa

estéo registrados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados das andlises fisico-quimicas da caracteriza¢do da polpa de umbu.

Composigéo Valores
Cinzas(%) 0,36
Lipidios (%0) 0,29
Umidade (%) 87,7
Acidez titulavel(% de &cido citrico) 3,57
Sélidos solaveis (%) 11,2
pH 2,85
Acido Ascdrbico (mg de acido ascorbico/100g) 12,9

De acordo com o levantamento de gendtipos de umbu, pesquisa realizada por
Costa et al (2004), a polpa utilizada apresentou perfil mais acido e com maior teor de
solidos sollveis que os genotipos analisados pelo autor e também em comparacao ao
padrdo de identidade e qualidade apresentados pelo MAPA (2018). Alguns fatores
influenciam as caracteristicas fisico-quimicas de umbus, como as préticas de manejo
culturais, condi¢bes ambientais de cultivo e o genotipo. Pesquisas realizadas pela
Embrapa Semiarido vém selecionando genétipos de umbu com caracteristicas superiores
de produtividade e qualidade. Entre as cultivares de umbu recentemente langadas no
mercado estdo BRS 48, BRS 52, BRS 55 e BRS 68 (EMBRAPA, 2019). O uso de
cultivares comerciais permite o estabelecimento de um padrdo de qualidade da fruta e
seus produtos processados disponibilizados no mercado. Entretanto, para isso, torna-se
necessario também estabelecer praticas de manejo e definir a maturacdo ideal de colheita,
pois ambos fatore influenciam a qualidade de umbus e seus produtos processados
(PALIOTO et al., 2015; LIMA & SILVA, 2016; SILVA, 2016). Analise de compostos

bioativos.



2.4.1. Analise de compostos bioativos

Os resultados das anélises dos compostos bioativos, fenolicos totais, flavonoides
totais e carotenoides estdo apresentados, na tabela 5, sendo discutidas separadamente por
composto bioativo nas Figuras 8 a 13. Os resultados obtidos foram provenientes de uma
mistura de polpas de diferentes gendtipos colhidos no mesmo estadio de maturacdo no

periodo de fevereiro/marco de 2020.

Tabela 5. Resultado da andlise de variancia, com teste Tukey, utilizando o programa
SISVAR 5.6, para as concentracdes de compostos fendlicos totais, flavonoides e
carotenoides.

Fendlicos _ )
- N . Flavonoides Carotenoides
) Adicdo de Concentracéo Totais
Ensaios ; (mg/100ml  (ng/100 ml de
acucar (%) de polpa (%) (mg/100ml
de amostra)  p-caroteno)
de amostra)

1 5,16 15 27 4432 16,3312 1,813¢
2 10,84 15 35,898 29,099¢ 1,258
3 5,16 85 46,861° 27,823 3,940
4 10,84 85 64,4989 38,508 3,031¢
5 4 50 34,684° 23,790° 2,745¢
6 12 50 50,461f 33,468% 2,859¢
7 8 0 48,884°¢f 28,629° 0,5082
8 8 100 41,117« 36,357¢F 3,216f
9 8 50 39,822¢ 26,058 3,513"
10 8 50 36,747° 26,613 3,395M
11 8 50 42,897 25,5045¢ 3,316

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A figura 8 apresenta os teores de compostos fendlicos das formulagfes que foram
elaboradas seguindo as especificagdes de concentracdo de acucar e polpa da tabela 5. Os
compostos fendlicos tiveram seus maiores picos nas formulagdes 4, 6, e 7, com
concentracdes de 64,498, 50,461 e 48,884 mg/100ml de amostra, respectivamente. Este
fato pode ter se dado devido a quantidade de acucar utilizado, melhorando a
potencialidade da fermentagéo e, consequentemente a produgdo de compostos bioativos

sintetizados pelos microrganismos presentes nos gréos de kefir, e influenciado pela



quantidade de polpa de umbu, que também possui teores de compostos bioativos (LIMA,
2016; RIBEIRO et al., 2017).

Figura 8. Teores de compostos fendlicos (mg/100ml de amostra) das formulagdes dos
fermentados de umbu utilizando gréos de kefir.
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A formulacdo 7 ndo continha adicdo de polpa para a fermentacdo teve uma
concentracdo de 48,884 mg/100ml de amostra de compostos fenolicos totais, nédo
variando significativamente das amostras 3 e 6, com 46,861 e 50,461 mg/100ml de
amostra, respectivamente. Este fato comprova que os compostos fendlicos presentes nao
sdo provenientes apenas pela utilizacdo da polpa de umbu, mas que tais compostos sdo
sintetizados pelos microrganismos presentes nos graos de kefir que foram utilizados para
a fermentacdo. Tais caracteristicas podem ser atribuidas a cepas de
Saccharomycescerevisae e outros géneros de leveduras comoRhodotorula, Candida,
Cryptococcus, Pichia, Hansenula, Dekkera e Brettanomyces, que contribuem também
sensorialmente nos produtos fermentados (COGHE et al. 2004; EDLIN et al. 1995;
SHINOHARA et al. 2000). Outros autores realizaram o levantamento de microrganismos
encontrados em kefirque sdo capazes de sintetizar compostos fendlicos, 0s quais sao
Saccharomycescerevisiae, Pichiaradaisii, Brettanomycesintermedius,
Bettanomycesclaussenii, Candidaguilliermondii, Candida valida, Cryptococcusalbidus,
Rhodotorula rubra (ESTRADA-CUELLAR, 1985; RUBIO et al, 1993).

Para os compostos fendlicos ndo foi obtida uma resposta conclusiva para 0 modelo
matematico e obtencdo da superficie de resposta,devido as analises do lackoffit e a fata
de significancia nas interagdes realizadas, com o r2 compreendido em 0,5491, como

montra a figura 9.



Figura 9. Resultado da anélise estatistica de compostos fenolicos, utilizando o
programa SAS University Edition

Residual DF | Sum of Squares | Mean Square | F Valua | Pr>=F

Lack of Fit | 3 609602885 203.200962 346 | 0.2321

Pure Error | 2 17383467 58691733

Total Error 5 T26.988352 145.397270

Standard

Parameater DF Estimate Error | tValue | Pr> |t Parameter Estimate from Coded Data
Intercapt 1 | 31.200154  6.961653 4.48 | 0.0065 31.200154
acucar 1 4.B0GE21 | 4.269530 1.13 | 0.3114 6.777336
polpa 1 5.900039 | 4.269530 1.38 | 0.2256 B.319055
acucar acucar 1 6.326840  5.094661 1.24 | 0.2694 12.578380
polpa*acucar 1| 0.204250 @ 6.029040 0.03 | 0.9743 0.406069
polpa*polpa 1 T.54659T | 5.094661 1.48 | 0.1986 15.003390

Segundo Pukelsheim (2007), embora o teste de falta de ajuste forneca uma
confirmacdo util, em muitos experimentos de superficie de resposta, o exame grafico de
residuos é realmente melhor para julgar a falta de ajuste do que o F baseado em replicacao
padrdo teste. Qualquer modelo linear é realisticamente apenas uma aproximacdo do
verdadeiro mecanismo que gera os dados, devendo chamar a atengdo sobre a obtencao de
dados para servir aos propositos do experimentador, seja para identificar fatores
importantes ou para encontrar a regido de resposta. Por um lado, com dados suficientes,
um teste F sinalizard falta de ajuste para a aproximacdo, independentemente de sua
adequacdo préatica. O teste F muitas vezes falhard em detectar uma falta de ajuste
consideravel apenas por falta de dados, sendo melhor criar examinar exibicOes graficas
das caracteristicas de um ajuste em vez de sempre confiar em resumos simples para

detectar problemas.



Figura 10. Teores de flavonoides (mg/100ml de amostra) das formulagcdes dos
fermentados de umbu utilizando graos de kefir.
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Os maiores teores de flavonoides estdo presentes nos ensaios 4, 8, e 6, com
concentragdes de 38,508, 36,357 e 33,468 mg/100ml de amostra respectivamente. Isto se
da também pela potencialidade dos grdos de kefir sintetizarem compostos bioativos,
incluindo flavonoides (LOPEZ-R0OJO, J. P. et al., 2017). A quantidade de polpa também
influenciou os teores de flavonoides, uma vez que a polpa contem tal grupo de compostos
bioativos (DOS SANTOS, 2018).

Zielinski et al. (2014) avaliaram os teores de compostos bioativos em 19
espécies frutiferas nativas do Brasil, e verificaram concentracGes de flavonoides totais
de 69,30mg1000gt. Silva et al. (2012) relataram valores de 1,37 mgl00g? a
5,25mg100g'em de gendtipos de Spondiasmombin L.. Nota-se que a concentracdo de
flavonoides encontradas neste estudo foram superiores, indicando que além da polpa de
umbu, 0s microrganismos presentes nos graos de kefir contribuiram para o teor final de

flavonoides na bebida.

O modelo matemético obtido para a concentracdo de flavonoides, usando o
programa Statistica 14.0.0, foi:

Flavonoides®=793.48+230.55.acucar+172.60.polpa



Figura 11. Teores de flavonoides(mg/100ml de amostra) de diferentes formulacGes de
fermentados de umbu utilizando gréos de kefir.
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Na Figura 11, nota-se que quanto maior a quantidade de polpa e de agucar, maior
seriam as concentragdes de flavonoides. Em concordéncia, os resultados apresentados nas
Figuras10 e 11 mostram que a cultura kefir também realiza a sintese de flavonoides como
resultado da fermentacdo, quando comparamos as leituras de flavonoides com as bebidas
contendo polpa de umbu, sendo estes teores também influenciados pela quaintidade de
acucar presente em cada formulacdo. Desta forma, a concentracédo final de flavonoides
presente na bebida foi o resultado a soma dos teores de flavonoides presentes na polpa
adicionada a formulag&o e dos teores de flavonoides sintetizados pelos microorganismos

em resposta a quantidade de aclcar de cada formulacéo.

12. Teores de carotenoides (ng/100 ml de B-caroteno)de formulagdes de fermentados de
umbu utilizando graos de kefir.
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Os teores de carotenoides foram definidos pela quantidade de polpa utilizada e
concentragdo destes compostos na polpa que é determinada pelo gendtipo e maturacéo no
momento do processamento (MELO, 2010; MACEDO & DA COSTA FERNANDES,
2021; MESCHEDE et al, 2011; VALDUGA et al, 2007).

O modelo matematico para os teores de carotenoides, com o r2 compreendido em
0,9071, teve como significativo (p>0,05) as interacGes de polpa e polpa?, como segue
abaixo:

Carotenoides = 0.967664.polpa - 0.730748.polpa?

Figura 13. Teores de carotenoides (ug/100 ml de B-caroteno) de diferentes formulagdes

de fermentados de umbu utilizando gréos de kefir.
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Os resultados apresentados na Figura 13, em concordancia com a tabela 5,
confirmam que quanto maior a quantidade de polpa, maior a quantidade de carotenoides
totais, uma vez que estes pigmentos sdo fornecidos principalmente pela polpa para
compor o total presente na bebida (MELO et al., 2010; RIBEITO et al., 2017).Este
resultado mostra que 0os microrganismos presentes nos gréos de kefir ndo realizaram a
sintese de carotenoides.

2.4.2. Variaveis respostas do DCCR e Otimizacéo da formulacao

A partir dos resultados das analises de compostos bioativos, foram realizadas as

correlagfes das variaveis respostas de cada grupo de compostos bioativos, utilizando o



software Statistica 14.0.0. Os graficos de correlacédo e a representacdo da quantidade de

polpa e de aglcar ideal estdo representados na Figura 14.

Figura 14. Otimizacdo da bebida fermentada levando em consideracdo as variaveis
independentes dos compostos bioativos.
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De acordo com a figura 14, as correlacdes indicam que os pontos onde podemos obter
teores de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides sdoconcentracdes de aclcar e
polpa compreendidos em 6% e 75%, respectivamente, elaborando uma bebida com

valores de compostos bioativos significativos.

A INSTRUCAO NORMATIVA N° 12, DE 4 DE SETEMBRO DE 2003 (BRASIL,
2003) determina um minimo para ser caracterizado como suco tropical de frutas citricas,
a utilizacdo de pelo menos 35% de polpa. Apesar de ndo ser caracterizado como suco
tropical por ter a ocorréncia de fermentacdo, utilizou-se tal instrucdo para estipular a
concentracdo mais adequada, tendo como objetivo a produgéo industrial, e que contenha
boas caracteristicas bioativas.Com isso, levando em consideragéo as respostas bioativas
e 0 bom senso de cunho industrial, foram escolhidos as amostras 4 e 6 para incluir nos

testes afetivos e de intencdo de compra, além da amostra otimizada.



2.5. CONCLUSOES

A polpa de umbu utilizada para realizar o0 experimento tem caracteristicas peculiares,
tendo valores de brix e acidez diferentes do padréo de identidade e qualidade estipulados

pelo MAPA, resultando em um produto final com um possivel diferencial sensorial.

As concentracfes de compostos fendlicos e flavonoides na bebida fermentada foram
provenientes da polpa e do processo fermentativo dos microrganismos presentes nos

gréos de kefir.

A concentracdo de carotenoides presentes nas formulac6es da bebida fermentada foi

apresentada em maior quantidade da polpa de umbu.

A formulacédo otimizada foi identificada como sendo a composta por 6% de acUcar e

75% de polpa, com base nos teores de compostos bioativos.
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CAPITULO 3 — SELECAO DA AMOSTRA PARA TESTE DA VIABILIDADE
DAS CULTURAS PROBIOTICAS

3.1. INTRODUCAO

O mercado de produtos alimenticios, incluindo o mercado de bebidas, tem-se
apresentado competitivo, exigindo novos produtos com propriedades superiores de
qualidade e beneficios para a saude (ALVES, 2021). Entretanto, apensar de muitos
produtos apresentarem qualidade e beneficios para a salde, estes também devem
apresentar sabor e aroma desejados pelos consumidores. Dessa forma, ferramentas de
analise sensorial sdo utilizadas para determinar a aceitabilidade sensorial do produto,
evitando assimproblemas de aceitacdo pelos consumidores (LAWLESS & HEYMANN,
2013).

A andlise sensorial visa garantir ao consumidor o sabor e aroma desejado no produto
comercializado(GUTIERREZ et al 2012). Com isso, a avaliacdo sensorial se torna um
suporte técnico tanto para a pesquisa, quanto para a industria e o marketing (LONGO,
2006). Alem disso, a utilizacdo da analise sensorial tém a capacidade de estabelecer uma
preferéncia entre as amostras apresentadas, 0 que otimiza os esforcos em estudos de
viabilidade, objetivando manter ou melhorar sua qualidade sensorial, a qual esta
diretamente relacionada a satisfacdo do consumidor (HOUGH, 2010; O’SULLIVAN,
2017).

Os motivos para a realizacédo de testes de consumidor geralmente se enquadram nas
categorias: manutencdo do produto, otimizacdo do produto, desenvolvimento de novos
produtos, avaliacdo do potencial do mercado e suporte para alegacdes de propaganda
(MEILGAARD, 1999).Além disso, outros pontos se tornam importantes salientar, como
o tipo de amostragem, fonte de voluntéarios e local de realizagéo do teste (CHAVES, 1980;
MONTEIRO, 1984; TEIXEIRA et al, 1987; MORAES, 1988).

Os testes de preferéncia podem ser considerados como uma das mais importantes
etapas da analise sensorial, representando o somatorio de todas as percepgdes sensoriais
e expressando o julgamento sobre a qualidade do produto, onde séo aplicados avaliando
a preferéncia do consumidor em relacdo a duas ou mais amostras comparadas entre si,

sem levar em conta o gosto pessoal de cada avaliador (ALVES, 2021). Estes testes sdo



utilizados quando se deseja comparar diretamente um produto em relacdo a outro,

impondo uma escolha, ndo indicando se o individuo gostou ou desgostou (NORA, 2021).

A necessidade de amostragem adequada da populacdo consumidora exclui, a
principio, o uso de funcionérios e residentes locais para escritdrios, centro técnico ou
fabricas da empresa. No entanto, devido ao alto custo e ao longo tempo de resposta dos
testes de consumidor, as empresas veem uma vantagem real em usar os funcionérios ou
a populacéo local para pelo menos parte de seus testes afetivos (STONE&SIDEL, 2004;
MEILGARD, 2007; KEMP et al.,2009; DUTCOSKY, 2011; MONTOUTO-GRANA et.
al.; 2011; MINIM&: SILVA, 2013).

A ordenacdo de preferéncia consiste em um teste direcional, onde os provadores séo
instruidos a organizar ou classificar um conjunto de amostras de forma crescente
conforme sua preferéncia, sendo apresentadas ao provador pelo menos 3 amostras
simultaneamente, devidamente codificadas (STONE & SIDEL, 2004; DUTCOSKY,
2011). A andlise de resultados se baseia na atribui¢do de ordem, calculados pela soma das
ordens para cada amostra e avaliados estatisticamente pelo teste de Friedman, usando a
tabela de Newell e Mac Farlene. A analise estatistica indica a diferenca critica entre 0s
totais de ordenacdo, de acordo com o0 numero de tratamento testado e o ndmero de
julgamentos obtidos e, a partir dela, é possivel afirmar se ha significancia entre a
preferéncia pelas amostras (ABNT, 1998).

A intencdo de compra do consumidor € proveniente de um processo decisorio
complexo, influenciado por vérios fatores como preco, conveniéncia e marketing, sendo
as caracteristicas sensoriais determinantes na sua decisdo (AMARAL, 2017,
GUERRERO et al., 2000). Alguns autores excluem a ideia de utilizar funcionarios para a
realizacdo de testes de aceitacdo, contudo estes podem ser um recurso valioso quando

usados corretamente e quando limitados a situacdes de manutencdo (MEILGARD, 1999).

Devido a sua familiaridade com o produto e com os testes, 0s funcionarios podem
lidar com mais amostras por vez e podem oferecer melhor discriminacao, respostas mais
répidas e servico mais barato, podendo ser realizados no trabalho em um laboratério, no
estilo de um teste de localizacdo central, ou os funcionarios podem levar o produto para
casa (MEILGARD, 1999; STONE & SIDEL, 2004).



3.2. OBJETIVO

Avaliar e selecionar a formulagéo de bebida fermentada a base de umbu com gréos
de kefir com melhor qualidade de consumo e aceitagdo dos consumidores.

3.3. MATERIAIS E METODOS

As 2 formulacdes que obtiveram valores significativos de compostos bioativos,
analisadas no Capitulo 2,foram selecionadas para compor o conjunto de amostras que
serdo apresentadas aos julgadores, conjuntamente com a formulacdo otimizada. As

formulacGes elaboradas para a aplicacédo dos testes foram:
A = Formulacdo Otimizada (75% de polpa e 6% de acgucar)
B = formulacédo 4 (85% de polpa e 10,84% de acUcar)
C =6 (50% de polpa e 12% de acucar)

As 3formulacGes de bebida fermentada foram avaliadas por 20 provadores nédo
treinados com idades entre 18 e 50 anos (SALMERON, THOMAS & PANDIELLA,
2015), sendo estes apreciadores de suco de umbu. A etapa consistiu na avaliacdo do
produto apos as 24h de maturacdo, onde foi avaliada a preferéncia dos provadores para
os atributos: cor, aroma, sabor e aceitacao global. Também foi aplicado o teste de intencéo

de compra de consumidores.

Levando em consideracdo a restricdo imposta pelos érgdos da saude para lidar com a
atual pandemia da COVID-19, para a realizacdo do presente trabalho foram escolhidos
provadores presentes no departamento de realizacdo do projeto, selecionando aqueles que

tivessem afinidade pelo consumo de suco de umbu.

Para a avaliacdo sensorial, 30 ml de cada formulagéo selecionada foram apresentadas
aos avaliadores em copos plasticos descartaveis, codificadas com marcagdes de trés
digitos, onde a amostra A se referia a amostra otimizada (75% de polpa e 6% de acucar),
B a formulacdo 4 (85% de polpa e 10,84% de acucar) e C a formulacéo 6 (50% de polpa

e 12% de agucar).



Figura 15. Fermentacgéo das formulacdes selecionadas para a realizacao dos testes
afetivos e de intengdo de compra.

Foi utilizada a ficha controle para a decodificacdo das amostras seguindo o padrédo

registrado na Tabela 5.

Tabela 5. Ficha controle para a aplicagdo do teste de preferéncia para 20 provadores.

PROVADOR DELINEAMENTO

1 A B C
678 828 544
) A C B
156 905 317
3 B A C
772 516 344
4 B C A
838 907 451
5 C A B
649 379 850
5 C B A
355 692 723
7 A B C
731 309 417
g A C B
190 642 398
9 B A C
985 868 877
B C A
10 235 218 334
1 C A B
440 493 409
12 C B A

436 930 633
13 A B C



881 437 760

A C B
14 402 567 716

B A C
1 433 230 566

B C A
16 505 865 765
17 4(1-1:1 3’;\3 75:7
18 4(;5 7?4 6’2\8
19 927 85’8 3(;1
20 A C B

434 292 635

Para os testes de preferéncia dos diferentes atributos (cor, aroma, sabor e dogura) foi

apresentado a ficha representada na Figura 16.

Figura 16.Ficha de aplicacdo de teste de preferéncia de bebida de umbu fermentada por
gréos de kefir.

Mome: Data: / /

Viocé estd recebendo 3 amostras codificadas. Prove da esquerda para a direita e ordene
de forma decrescente a sua preferéncia nos atributos abaixo.

Cor

+ preferida - preferida
Aroma

+ preferida - preferida
Sabor

+ preferida - preferida
Docura

+ preferida - preferida
Aceitagdo global

+ preferida - preferida

Comentarios:

Conjuntamente com a ficha de aplicacdo do teste de preferéncia, foi apresentada a
ficha de intencdo de compra (Figura 17).



Figura 17. Ficha de intengé@o de compra de bebida de umbu fermentada por gréos de kefir.

MNome: Data: / /

Da amostra que foi a sua preferéncia, analise com a escala abaixo a inteng8o de compra
do produto. Ou seja, se este produto estivesse disponivel no mercado, gual o grau de certeza de
que compraria ou ndo o produto.

9.Certamente compraria Amostra Preferida
8

7.Provavelmente compraria

6.

5. talvez comprasse/talvez ndo comprasse
4. Intengdo de compra
3.Provavelmente ndo compraria

2.

1. Certamente ndo compraria

Comentarios:

As andlises estatisticas, das respostas dos provadores, foram submetidas a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),

utilizando o Software Statistical Analysis System (SAS) University Edition.
3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da aplicacdo do teste de aceitacdo estdo expressos na Tabela 6, sendo
reunidos de 18 provadores apreciadores de suco de umbu. Utilizando a Tabela de Newell
e Mac Farlene (NEWELL & MAC FARLANE, 1987), com os parametros de 18
provadores e 3 amostras, foram comparados os somatorios das respostas dos provadores,
devendo ter a diferenca entre as amostras de pelo menos 15 para que seja considerado

como havendo diferenca significativa entre as amostras (p<0,05).

Tabela 6. Resultados da aplicacao teste de aceitacdo para o atributo COR.

Amostras
Cor A 5 c
Somatériol 52 36 32
A 52 - 16* 20*
B 36 - - 4
C 32 - - -

*Diferenca significativa a p<0,05.
1Somatdrio realizado pela ordenacéo das respostas de preferéncia dos avaliadores, sendo considerado nota
3 para a primeira ordenacdo, 2 para a segunda opc¢éo de preferéncia e 1 para a amostra menos preferida .



Em se tratando do atributo cor, os provadores tiveram a preferéncia pela amostra
A, com somatério de 52, e com diferenca significativa em relacdo a amostra B e C (Tabela
6).Vale ressaltar que além da diferenca da quantidade de polpa utilizada, o fato de ter a
utilizacdo do aclcar mascavo, influencia na cor da bebida apresentada. A amostra A,
amostra otimizada, teve uma baixa concentracdo de acucar sendo mais clara e com
realceda cor da polpa, 0 que se tornou mais apreciavel pelos provadores, como pode-se
observar na Tabela 6.

O primeiro contato do consumidor com um produto, geralmente, é através do
impacto visual, onde se destacam a coloracdo e a aparéncia, que, de uma certa forma, se
tratam de atribuicGes que resultam em uma resposta ja esperada, sendo associadas as
reacOes pessoais de aceitacdo, indiferenca ou rejeicédo (TEIXEIRA, 2009). Alguns dos
provadores mencionaram sobre o impacto da coloracdo, relatando que a amostra A

continha a coloracdo que mais se assemelhava ao suco de umbu.

Tabela 7. Resultados da aplicacdo teste de aceitacdo para o atributo AROMA.

Amostras
Aroma A B c
Somatorio! 42 37 41
A 42 - 5 1
B 37 - - 4
C 41 - - -

'Somatdrio realizado pela ordenacéo das respostas de preferéncia dos avaliadores, sendo considerado nota
3 para a primeira ordenacdo, 2 para a segunda op¢do de preferéncia e 1 para a amostra menos preferida .

De acordo com a analise dos consumidores, 0 aroma (Tabela 7) ndo apresentou
diferengas significativas (p<0,05) entre as formulac¢des avaliadas, mesmo com a variagao

de polpa e agUcar.

O acetaldeido é um dos principais compostos aromaticos encontrados no kefir
com concentracgdes variando de 0,5 a 10 mgL™* (GUZEL-SEYDIM et al., 2000). Além
disso, também é encontrado diacetil, responsavel pelo aroma amanteigado, considerado
um importante composto aromatico do kefir, sendo sua expressdo diretamente
influenciadapela temperatura de armazenamento (BESHKOVA et al., 2003;
GUZELSEYDIM et al., 2000; SCHWAN et al, 2015). Tal composto aromatico foi
encontrado em diferentes concentragdes (0,30 mg.L-1a1,85 mg.L-1) em bebidas de kefir
(BESHKOVA et al., 2003; AGHLARA et al., 2009).



Ainda, podemos encontrar odor proveniente do etanol formado pela conversao do
acetaldeido em etanol pela enzima &lcool-desidrogenase, presente tanto em leveduras
quanto em bactérias acido laticas (GUZEL-SEYDIM et al., 2000). A concentracdo de
etanol do kefir tende a variar de 0,01 a 2,5% (m/v), dependendo do iniciador e método de
preparo do kefir (BESHKOVA et al., 2003; MAGALHAES et al., 2011c; PUERARI et
al., 2012).0 acetaldeido é considerado o composto responsavel pelo aroma caracteristico
do iogurte, pois ¢ responsavel pela nota de “fruta fresca” (GARROTE et al., 2001; OTT
etal., 2002).

A Tabela 8 representa as respostas da aplicacdo do teste de aceitacao considerando
o atributo ‘Sabor’. Estatisticamente, houve diferenga significativa (p<0,05) entre as
amostras A e C. E not6rio a apreciacio da amostra C, devido ao maior valor do somatdrio.
A amostra C se refere ao ensaio 6, com 50% de polpa e 12%de acucar. Na verificacdo das
anotacoes, alguns dos provadores comentaram que se a amostra B (ensaio 4) tivesse com

maior intensidade de docura, teria sido a preferida.

Tabela 8. Resultados da aplicacdo teste de aceitacdo para o atributo SABOR.

Amostras
Sabor A 5 c
Somatorio?! 31 41 48
A 31 - 10 17*
B 41 - - 7
C 48 - - -

*Diferenga significativa a p<0,05.
'Somatdrio realizado pela ordenacéo das respostas de preferéncia dos avaliadores, sendo considerado nota
3 para a primeira ordenacdo, 2 para a segunda op¢&o de preferéncia e 1 para a amostra menos preferida .

Almeida et al (2011) estudaram a resposta sensorial de kefir de leite e kefir de
leite de cabra com 50 provadores ndo treinados e observou que a acidez e a viscosidade
influenciava nas respostas dos avaliadores, onde 40% dos provadores se identificou com
a escala hedobnica “gostou muito” da bebida fermentada de leite, 36% “gostou muito” ¢
16% “desgostou muito” do leite de cabra, sendo este o leite com maior acidez e menor
quantidade de caseina da fragdo as:, influenciando na viscosidade. Como a polpa de umbu
possui carater acido, a quantidade de polpa pode ter interferido nas respostas obtidas pelos
provadores dando a preferéncia pela formulacdo C (50% de polpa e 12% de acucar), além
do fato das formulagcfes A e B terem menos quantidade de aglcar e maiores quantidades
de polpa interferindo na viscosidade do produto final (75% e 85% de polpa e 6% e 10,84%

de acucar, respectivamente).



A Tabela 9 representa as respostas da aplicacdo do teste de preferéncia
considerando o atributo ‘Docgura’. Estatisticamente, tal parametro teve diferenca

significativa (p<0,05) entre as amostras A ¢ C e também entre as amostras B e C.

Tabela 9. Resultados da aplicacdo teste de aceitacdo para o atributo DOCURA.

Amostras
Docgura A 5 c
Somatériot 27 38 55
A 27 - 11 28*
B 38 - - 17*
C 55 - - -

*Diferenca significativa a p<0,05.
1Somatdrio realizado pela ordenacéo das respostas de preferéncia dos avaliadores, sendo considerado nota
3 para a primeira ordenacéo, 2 para a segunda opcao de preferéncia e 1 para a amostra menos preferida .

A docura é um dos atributos sensoriais ligados ao valor da relagéo entre os solidos
soluveis e a acidez titulavel, representando a concentragdo de agucares e cidos organicos
presentes nas frutas e seus produtos processado(CECHI , 2007; OLIVEIRA et al.,
2014).0s somatdrios indicam que os provadores puderam identificar a variacdo da
quantidade de polpa presente entre as amostras, dando preferéncia a formulacéo C, que

continha 12% de adicéo de acucares no momento da fermentacao.

Os resultados da avaliacdo sensorial estudando o parametro ‘Aceitagdo Global’
estd exposto na Tabela 10, onde mostra que houve diferenca significativa entre as

amostras A e C, tendo a maior preferéncia pela formulacéo C.

Tabela 10. Resultados da aplicagdo teste de aceitacio para o atributo ACEITACAO
GLOBAL.

Aceitacgéo Amostras
Global A B C
Somatériol 29 38 53

A 29 - 9 21*
B 38 - - 12
C 53 - - -

*Diferenga significativa a p<0,05.
1Somatdrio realizado pela ordenacéo das respostas de preferéncia dos avaliadores, sendo considerado nota
3 para a primeira ordenacdo, 2 para a segunda op¢do de preferéncia e 1 para a amostra menos preferida .

A aplicacdo do teste de intengdo de compra com os 18 provadores resultou nas

seguintes respostas: 11,11% preferiram a amostra A (média de 6 na escala hedénica de 9



pontos), 22,22% preferiram a amostra B (média de 8 na escala heddnica de 9 pontos) e

66,67% preferiram a amostra C (média de 7 na escala hed6nica de 9 pontos).

Guimarées Tavares (2018) avaliou com 50 provadores ndo treinados a bebida
fermentada de kefir de quinoa saborizada com cacau, obtendo uma aceitacdo global de
7,6 (= 1,38) de um total de 9 pontos, localizando-se entre os valores descritos na escala
hedodnica “gostei regularmente” e “gostei muito”. Montanuci & Garcia (2010) estudando
o efeito do iniciador da fermentacédo (gréos de Kefir ou cultura starter), teor de gordura e
inulina, obtendo aceitabilidade compreendida entre 6 e 7, indicando que 0s consumidores

gostaram moderadamente das formulacdes.

No geral, a formulacdo C (50% de polpa e 12% de agUcar) foi a que obteve
melhores respostas na aplicacdo sensorial, em se tratando de sabor, dogura e aceitacdo
global, com maiores valores da somatoria e tendo diferenca significativa para os atributos

docura e aceitacédo global.
3.5. CONCLUSOES

A formulagdo C composta por 50% de polpa e 12% de agUcar foi a que apresentou
a maior preferéncia e intencdo de compra pelos consumidores, entre as formulacdes
selecionadas e avaliadas. Porém, ha a necessidade de validacdo destas respostas, uma vez

que houveram limitac6es de aplicacdo sensorial devido a pandemia do COVID-19.
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CAPITULO 4 - VIABILIDADE DAS CULTURAS PROBIOTICAS DURANTE O
PERIODO DE ARMAZENAMENTO

4.1. INTRODUCAO

O langamento de uma bebida fermentada de umbu com gréos de kefir deve ndo
somente ser bem aceita pelos consumidores no momento em que é produzida, mas
também apresentar uma boa estabilidade de suas propriedades qualitativas e
microbiologicas ao longo do armazenamento. Estudos anteriores mostram que a
viabilidade de bebidas fermentadas como o kefir diminui drasticamente durante o
armazenamento devido a exposicdo aos fatores ambientais prejudiciais assim como
devido ao acumulo de &cidos orgéanicos, ions hidrogénio, oxigénio molecular e
componentes antibioticos (GILLILAND e SPECK, 1977; HAMILTON-MILLER, 1999;
WANA et al., 1993; LANKAPUTHRA e SHAH, 1995; SHAH et al., 1995; DAVE e
SHAH, 1996; DAVE e SHAH, 1997; KAILASAPATHY e RYBKA, 1997; SHAH e
LANKAPUTHRA, 1997; KEBARY et al., 1998; BEAL et al., 1999; GARDINI et al.,
1999; HAMILTON-MILLER et al., 1999; SCHILLINGER, 1999; VINDEROLA et al.,
2000; SULTANA et al., 2000; MORTAZAVIAN et al., 2006).

Os efeitos benéficos dos microrganismos probioticos aparecem quando eles, apds
sobreviverem as condi¢cdes desfavoraveis, chegam ao intestino vidveis e em quantidade
suficientemente alta para atuarem no meio (GILLILAND, 1989). Com isso, estipula-se
que haja uma quantidade minima de células probiéticas (UFC/g) no produto no momento
de consumo, possibilitando a ocorréncia dos efeitos benéficos esperados (preventivo ou
terapéutico) dos probidticos, sendo representado pelo minimo do indice “bio-value”
(MORTAZAVIAN et al., 2006).

De acordo com a recomendagdo da “International Dairy Federation (IDF)” o
indice deve estar igual ou acima de 10" UFC/g (OUWEHAND e SALMINEN, 1998). Em
alguns paises, como Argentina e Brasil, este valor deve estar igual ou acima de 10® UFC/g
no caso de bifidobactérias. Ja no Japdo, este padrdo tem sido apresentado como sendo
acima de 10" UFC/g (ROBINSON, 1987).

Outras recomendacdes tém sido apresentadas para outros produtos com indice

acima de 10® UFC/g para todos os probiéticos presentes em iogurtes (ROBINSON, 1987;



KURMAN e RASIC, 1991) e acima de 107 UFC/g no caso de bifidobactérias
(HOLCOMB et al., 1991). O indice denominado ID (“intakedaily") é utilizado para
determinar o potencial ou efetividade probidtica de cada produto alimentar. A quantidade
minima deste indice tem sido recomendada com aproximadamente 10° células viaveis por
dia (SHAH et al., 1995; KURMAN e RASIC, 1991; MORTAZAVIAN, 2006).

Cepas probidticas de Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces vem sendo
consideradas seguras para 0 seu consumo, sendo consideradas GRAS (General
Recognized as Safe) (SAAD et al., 2011). No caso das leveduras, a capacidade de
aglutinar patdgenos, resistir ao pH acido e aos sais biliares do trato gastrointestinal estdo
entre 0s mais importantes critérios para sua pré-selecdo como probidticos
(GARCIAHERNANDEZ et al., 2012).

A perda de viabilidade dos probi6ticos em produtos alimentares (especialmente
fermentados) e em condic¢des acidas da bile do trato gastrointestinal tem estimulado
pesquisadores a encontrar novos métodos eficientes que mantenham a viabilidade
(PEREIRA, 2012).Desta forma, torna-se importante o estudo da viabilidade dos
microrganismos de caracteristica probidticas presentes no produto elaborado, ao longo do
tempo de armazenamento, além de acompanhar a estabilidade dos compostos bioativos e

caracteristicas fisico-quimicas.

4.2. OBJETIVO

Avaliar a viabilidade das culturas probioticas utilizadas na produgdo de bebida
fermentada a base de umbu com gréos de kefir durante o armazenamento, conjuntamente

com a estabilidade dos compostos bioativos e caracteristicas fisico-quimicas.

4.3. MATERIAIS E METODOS

A formulagéo contendo 50% de polpa e 12% de agucar mascavo foi elaborada e
realizada a fermentagdo com os graos de kefir (24h a 25+1°C). Apds a fermentacéo,
a solucéo foi filtrada e o sobrenadante reservado para a maturagdo (24h a 8+1°C) em
refrigerador, sendo utilizados frascos &mbar de 200ml para a deposi¢éo do produto

preparado.

As analises foram realizadas a cada 7 dias, até completar 28 dias de

armazenamento em refrigeragdo (8+1°C). As mesmas foram executadas no



Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Sergipe,
seguindo os protocolos de seguranca impostos para evitar a contaminacdo da
COVID-19.

4.3.1. Analises fisico-quimicas
4.3.1.1. Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia 312/1V descrita
por Adolfo Lutz (2008), onde foram medidos 2,5mL da amostra —em um baldo de 25mL
— e aferida com agua destilada. Para titulacdo, foi adicionado 3 gotas de fenolftaleina 1%
e titulado com solucdo de hidréxido de sédio 0,1M, sob agitacdo constante, até que a

coloracdo résea persistisse por, pelo menos, 30 segundos.

O calculo da acidez foi realizado utilizando-se a Equacdo 1, tendo os resultados

expressos em g de acido latico/100mlda bebida fermentada.

VxfxMxPM

10xPxn__© de acido latico/100ml

(Equacéo 1)
Onde: V = volume da solugdo de NaOH gasto na titulagéo (ml)

f = fator de correcdo da solucdo de NaOH

M = molaridade da solucdo de NaOH

PM = peso molecular de &cido citrico (PM=90)

P = massa da amostra (g)

n = ndmero de hidrogénios ionizaveis (N=1).

4.3.1.2. Andlise de solidos soluveis

A andlise de sélidos sollveis foi realizada pela medicao de seu indice de refracéo
por comparacdo com tabelas de referéncia, de acordo com as normas analiticas do 1AL,
utilizando a metodologia 315/1V Frutas e produtos de frutas — Determinagéo de solidos
sollveis por refratometria. A amostra homogeneizada foi transferida para o prisma do
refratdmetro digital (HI 96801), previamente calibrado e feita a leitura diretamente na
escala dos graus brix (IAL, 2008).



4.3.1.3.  Potencial hidrogeniénico (pH)

A andlise de pH foi realizada pelo método de determinagdo direta, através de
medic&o pelo potencidmetro diretamente na amostra, de acordo com as normas analiticas
do IAL, utilizando a metodologia 017/1V Determinacdo do pH. Foram medidos 2,5mL da
amostra, diluidas com auxilio de 25ml de agua, homogeneizadas e o pH foi determinado
utilizando pHmetro (Marca: Hanna), previamente calibrado com solugdes tampdo 4,0 e
7,0 (1AL, 2008).

4.3.2. Andlise de compostos bioativos
4.3.2.1. Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin
Ciocateau utilizando acido galico como padréo de referéncia, de acordo com Singleton e
Rossi, (1965), onde primeiramente foram preparadas as solu¢oes de acido galico (5mg de
acido/100ml) e carbonato de sodio (7,5mg de carbonato/100ml) e realizada a curva de
calibragdo. Em seguida, as amostras foram analisadas utilizando 50 pL. de extrato na
diluicdo 1:8, 3,95ml de agua, 0,25m da solucdo de Folin Ciocateau (10%) e 0,75ml de
carbonato de sddio. Foi homogeneizado e incubado no escuro por 2 horas. Apds o periodo
de incubacdo foi lido no espectro com comprimento de onda de 750 nm. Onde os

resultados foram expressos em mg EAG/100g.

Figura 18. Curva padrdo de acido galico
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4.3.2.2. Flavonoides totais

Os teores de flavonoides foram analisados seguindo a metodologia proposta por
Boroski et al. (2015), com modificacdes. O procedimento consistiu na adi¢do de 500puL
de extrato, o qual foi preparado com metanol P.A., em 250uL de cloreto de aluminio 5%
em metanol (v/v) e 4,25ml de metanol P.A. O preparado foi homogeneizado em vortex e
mantido a temperatura ambiente por 30 min. Apos o tempo de descanso da solu¢éo, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro (Rayleigh modelo UV-2601) com absorbéncia
em 425 nm. O branco foi analisado substituindo a quantidade de adicdo de extrato por

metanol P.A. Os resultados foram expressos em mg/L.

Utilizou-se como padréo a quercetina nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 75, 100,
125, e 150 mg/L para a construcdo da curva de calibragcdo. A partir da equacgéo da reta
obtida, realizou-se o célculo do teor de flavonoides, expresso em mg de quercetina/g de

amostra.

Figura 19. Curva padrdo de quercetina
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4.3.2.3. Carotenoides totais

O teor de carotenoides foi determinado conforme o método descrito por
Lichtenthaler et al. (1987), pesando 2 g da amostra e 0,2 g de carbonato de célcio. Entéo,
em cada amostra foi adicionado 7 ml de acetona a 80 %. Em seguida, cada amostra foi
filtrada diretamente em baldo volumétrico ambar de 25 ml. O residuo do papel de filtro
foi lavado 2 vezes com acetona a 80% e o volume completado com acetona a 80%. A
leitura foi realizada em um espectrofotbmetro no comprimento de onda de 470 nm. Os
resultados foram calculados de acordo com as normas recomendadas pela metodologia

utilizada e expressos em pg/100 ml de B-caroteno.



4.3.3. Analises de microrganismos probioticos
4.3.3.1. Contagem de Leveduras

Para a pesquisa de leveduras utilizou-se o meio seletivo GYP (Glucose
YeastPeptone Agar): glucose 20 g/L (Copam, Portugal), extrato de levedura 5 g/L
(BiokarDiagnostics, Franca), peptona 5 g/L (BiokarDiagnostics, Franca), agar 20 g/L
(Hispanagar, Espanha), um anti-fungico, bifenil (Sigma-Aldrich, EUA) 0,08 g/L e um
antibiotico, cloranfenicol (Sigma-Aldrich, EUA) 0,1 g/L , de forma a inibir o crescimento
de fungos filamentosos e bactérias, respetivamente. As condi¢des de incubacdo estdo

apresentadas na tabela 11.
4.3.3.2. Contagem de Bactérias Léaticas

A Contagem de Bactérias Léaticas objetivou-se verificar a viabilidade dos micro-
organismos probidticos presentes na bebida fermentada. Essas foram realizadas em
triplicata no Laboratério de Analises Microbioldgicas do departamento de tecnologia de
alimentos da Universidade Federal de Sergipe utilizando o Lactobacillus MRS Agar
(Himedia, Mumbai, india), segundo a metodologia descrita por SILVA, et al (2010). As
amostras de 25mL foram diluidas em 225 ml &gua peptonada (10, 102 e 107%). Para
contagem de BAL foi utilizado o Agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe), realizando o
plagueamentopourplate, sendo as placas incubadas invertidas em jarras de anaerobiose
(Probac, Sdo Paulo-Brasil) a 30°C por 72 horas (SILVA et al., 2010).

O periodo de armazenamento para a viabilidade da bebida fermentada foram: 0,7,
14, 21 e 28, na temperatura de 8 + 1°C em geladeira Frost Free Eletrolux, modelo DF

50/157 e utilizada estufa para incubacdo a 37° C.
4.3.3.3. Contagem de Bactérias Acido Acéticas

Para a selecdo de bactérias aceticas, foi utilizado o meio GYC (Glucose
YeastExtractCarbonate) glucose 5 g/L, extrato de levedura 1 g/L, carbonato de célcio
[Merck, Alemanha] 3 g/L, &gar 20 g/L).As condicdes de incubacao estdo apresentadas na
tabela 12.



Tabela 11. Meios utilizadas e as respetivas condi¢des de incubagéo.

Meio Periodo de Incubacéo Temperatura Condicbes

GYP 2 dias 25°C Aerobiose
' Anaerobiose/

MRS 5 dias 30°C ) )
Microaerofilia

GYC 5 dias 30°C Aerobiose

4.3.4. Anélises microrganismos patogénicos
4.3.4.1. Analise de coliformes totais e termotolerantes

As amostras de 25mL foram diluidas em 225 ml agua peptonada (107", 1072 e
107). O teste presuntivo foi realizado em série de trés tubos contendo Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST), incubado em estufa da 35°C por 48 horas. Os tubos com caldo
que apresentarem crescimento positivo foram semeados com o auxilio de uma alca de
platina previamente flambada em Caldo Verde Brilhante Bile (VB) com tubos de Durhan
e incubados a 35°C, durante 48 horas, para a confirmacgédo de coliformes totais, e para
coliformes termotolerantes o processo semelhante, semeando-se em Caldo de E. cole
(EC), sendo incubado em banho-maria a uma temperatura de 45°C+0,5°C, por 24 horas
(SILVA et al., 1997).

4.3.4.2. Contagem de bolores e leveduras

As amostras de 25mL foram diluidas em 225 ml 4agua peptonada (107", 1072 e
107%). Uma aliquota de 0,1 ml foi transferida para a placa de Petri com Agar Extrato de
Levedura Glicose Cloranfenicol (YEGC), e incubadas na BOD a 25°C por 5 dias. As
contagens das colbnias foram realizadasde forma ocular e as col6nias expressas em
UFC/ml.

4.3.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos no acompanhamento dos pardmetros fisico-quimicos, de
compostos bioativos e viabilidade dos microrganismos probidticos foram analisados
utilizando o Software SISVAR verséo 5.6 (Copyright © 2015 by Daniel Furtado Ferreira)

com nivel de significancia de 5%, com as referidas validagoes.



4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1. Anédlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas a cada 7 dias, utilizando amostras
independentes para cada momento de avaliacdo. Os resultados estdo expressos nas
Figuras 20 a 22. A tabela 12 apresenta os resultados estatisticos das analises fisico-

quimicas, com a auxilio do programa estatistico SISVAR 5.6.

Tabela 12 Resultado dos parametros fisico-quimicos analisados durante 28 dias de
armazenamento a 8°C.

DIAS Acidez Titulavel (g de acido Solidos Potencial
latico/100ml de amostra)  Solaveis (°Brix) Hidrogenidnico
0 0,942 12,472 3,542
7 0,932 11,97 3,11°
14 0,922 11,532 3,21°¢
21 0,912 11,108 3,39¢
28 0,922 11,232 3,34¢

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A acidez titulavel ndo apresentou diferenca significativa, mantendo-se estavel ao
longo do armazenamento (p<0,05). Comportamentos semelhantes foram obtidos por
Oliveira (2018), analisado a viabilidade dos microrganismos presentes no kefir de leite
obtido com diferentes concentracdes de mel como prebidtico, sendo que a acidez titulavel
apresentou uma variacdo de 4,13 a 3,38 g de acido latico/100ml do produto ao longo de
21 dias a 8°C.



Figura 20. Acidez titulavel (g de acido latico/100ml de amostra)da bebida fermentada de
umbu com gréos de kefir durante 28 dias de armazenamento a 8°C.
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Estudos anteriores mostram que a acidez titulavel de kefirpode varias de 0,80 a
1,15% (m/v) (GARROTE et al, 2001). Outros estudos mostram que a acidez titulavel
encontrada na bebida fermentada pode aumentar com o tempo de armazenamento,
passando de 1,27 para 1,48% de &cido lactico apds 28 dias (Contim et al., 2018), sendo

esta acidez acentuada proveniente da polpa de graviola.

Os valores de acidez estudados por Leite et al. (2013), em kefir fermentado em
leite apds as 24 horas de fermentacdo até 28 dias de armazenamento, apresentaram
comportamento semelhante, verificando que os valores de acidez aumentaram durante o
armazenamento. Nas primeiras 24 horas apos a fermentacéo, a producao de acido latico
foi de 7,38 mg/L, enquanto que no final do periodo de 28 dias, a producéo de cido latico
foi de 9,54 mg/L. Junior et al (2018) também relataram aumento nos valores de acidez
titulavel ao longo de 28 dias de armazenamento (de 0,42 a 1,02 g de &cido latico/10ml de
kefir com 2% de yacon), salientando que a acidez se torna um fator determinante para a
aceitacdo dos consumidores, ndo sendo desejavel produtos com caracteristica muito

acida.

Assim como a acidez, o teor de solidos soltveis ndo obteve diferenca significativa
(p<0,05) ao longo do armazenamento (Figura 21). Os resultados apresentados na Figura
21 mostram uma acentuada queda nos teores de solidos soltveis nos primeiros 7 dias de
armazenamento. Sabe-se que 0s microrganismos utilizam dos carboidratos presentes na
solucdo como meio de aquisicdo de energia para 0 seu metabolismo, porém os gréos
foram retirados nas primeiras 24h de preparacdo da bebida (periodo de fermentacéao)
(CARVALHO, 2016). Sendo assim, esta resposta pode ter sido apresentada pelas

alteracdes provenientes da polpa. Conceicdo et al (2014) avaliou o armazenamento da



polpa de umbu com diferentes condi¢bes de processamento e observou que houve a
reducdo dos teores de sdlidos solUveis, possivelmente devido a atividade metabolica
acelerada causada pelos danos aos tecidos.

Figura 21. Teor de solidos soluveis da bebida fermentada de umbu utilizando gréos de
kefir durante 28 dias de armazenamento a 8°C.
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As mudancas no pH e acidez estdo relacionadas com a formagéo de compostos
organicos, como o acido latico e o acético durante a fermentagdo, capazes de conferir
protecdo antimicrobiana ao produto (Farnworth, 2005). De acordo com os resultados
obtidos, em todos os dias de avaliacGes houveram diferencas significativas (p<0,05) para

o0 pH da bebida fermentada de umbu utilizando gréos de kefir (Figura 22).

Os valores encontrados na atual pesquisa foram menores que os dos valores
citados na literatura para kefir tradicional, que se encontram na faixa de 4,2 e 4,6 ao final
da fermentacdo, fato este que pode ter ocorrido pela adi¢cdo da polpa de umbu, cujo pH se
encontrava em 2,85 (MONTANUCI et al., 2010; OTLES & CAGINDI, 2003). Resultado
este semelhante ao observado por Costa et al (2018), no qual ap6s adicao de 20% de geleia
de amora-preta 0 pH passou de 5,13 para 4,73, em razdo da presenca de &cidos nas polpas

de frutas.



Figura 22. pH da bebida fermentada de umbu utilizando gréos de kefir durante 28 dias de
armazenamento a 8°C.
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Sabe-se que a fase de maior mudanga no pH e acidez é decorrente das primeiras
24h de fermentagdo, sendo que no decorrer do tempo de armazenamentotambém ha
pequenas alteracdes nestes parametros devido a formacdo de compostos organicos
(FARNWORTH, 2005; GUIMARAES TAVARES, 2018). Porém, como é notorio neste
trabalho (Figura 22), os valores de pH e acidez tiveram um acentuado decréscimo e
posteriormente um acréscimo, podendo ser explicado devido a presenca de leveduras que
produzem substancia com capacidade tamponante (IRIGOYEN et al., 2005).Além disso,
Lima (2016) estudou as caracteristicas fisico-quimicas de umbus e obteve resultados
semelhantes com relacdo ao aumento do pH no decorrer de 90 dias de armazenamento.
Assim sendo, a utilizacdo da polpa de umbu pdde ter contribuido para os resultados de
pH observados nos dias 7 a 21 (Figura 22).

4.4.2. Andlise de compostos bioativos

Os estudos dos compostos bioativos sdo importantes para apresentar as
potencialidades das propriedades dos alimentos e incentivar sua introducdo na
alimentacdo. Assim sendo, foram realizadas as analises de dos compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides presentes na bebida fermentada de umbu utilizando graos de
kefir, tendo seus resultados apresentados nas Figuras 23 a 25.

Os compostos fenolicos sdo responsaveis pela alta capacidade antioxidante do
produto (LIMA, 2016).Tais compostos estdo presentes naturalmente em muitas frutas e
seus derivados, possuindo comprovada a atividade antioxidantee antimicrobiana, anti-
inflamatdria e vasodilatadora (AHERNE; O’BRIEN, 2002; CASSIDY, 2018).



Os teores de compostos bioativos analisados na bebida fermentada apresentaram
maiores valores aos 0 e 7 dias de armazenamento (de 25 a 35 mg/100ml do fermentado),
se mantendo constante até 21 dias, seguido pela sua reducdo (Figura 23). Lopusiewicz et
al. (2019) obtiveram resultados semelhantes utilizando extratos vegetais obtidos a partir
do 6leo de linhaca e fermentados com gréos de kefir, onde ocorreu a estabilidade

compostos fenolicos, flavonoides e da microbiota do fermentado, no periodo de 21 dias.

Figura 23. Compostos fenolicos totais em bebida fermentada de umbu utilizando gréos
de kefir durante 28 dias de armazenamento a 8°C.
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Os teores de compostos fenolicos encontrados foram inferiores aos observados
por Randazzo et al. (2016) em bebidas fermentadas com kefir adicionado de sucos de
frutas, onde foram observados valores de compostos fendlicos totais de 176,4 mg/L para

kefir com suco de macé e 61,69 mg/L para kefir com suco de uva.

Os teores de flavonoides tiveram seu comportamento crescente até 21 dias de
armazenamento, passando de 19,086 mg/100ml a 22,739 mg/100ml de amostra (Figura
24). Lopusiewicz et al. (2019) encontraram teores de flavonoides de 13,68 a 16,27 mg/ml,
aos 0 e 21 dias de armazenamento a 6 °C. Apesar de poucos estudos terem avaliado o
comportamento de flavonoides em bebidas de kefir, 0s microrganismos presentes nestas
bebidas apresentam capacidade de sintese destes compostos (COUTINHO et al, 2009;
LOPEZ et al., 2010). Neste estudo, os resultados mostram que os teores de flavonoides
no produto final, bem como ao longo do armazenamento, sdo definidos pelos teores
presentes na polpa do umbu somados aos teores de flavonoides sintetizados pelos

microrganismos, tornando a bebida mais atraente aos consumidores.



Figura 24. Flavonoides em bebida fermentada de umbu utilizando gréos de kefir durante
28 dias de armazenamento a 8°C.
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As respostas das analises de carotenoides estdo representados na Figura 25, onde
retrata que ao longo dos 28 dias de armazenamento a 8°C os carotenoides foram sofrendo
degradacéo, passando de 0,550 a 0,219g/100ml de B-caroteno. Dos Santos Cavararo et
al (2018) estudou os teores de carotenoides em kefir, geleia de goiaba e kefir com geleia
de goiaba, tendo os maiores teores na geleia (12,69mg/100g) do que no kefir (6,75
mg/100g), e valores intermediarios no kefir com geleia de goiaba (10,13mg/100g).

Figura 25. Carotenoides em bebida fermentada de umbu utilizando gréos de kefir durante
28 dias de armazenamento a 8°C.
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Este comportamento pode ser explicado pela cinética de degradacdo dos
carotenoides. Ferreira & Rodriguez-Amaya (2008), ao estudarem a degradacdo do
licopeno e do -caroteno em sistemas modelo de baixa umidade e aquoso na presenca e
auséncia de luz, e explicitaram que a degradacao dos carotenoides seguiu uma cinética de
primeira ordem em todas as condi¢des estudadas. Segundo Tsimidoube & Biliaderis
(1997), a degradacéo dos carotenoides presentes em produtos aquosos, como 0 suco de

umbu, segue 0 comportamento de uma reacdo de primeira ordem.



4.4.3. Analise de microrganismos probidticos

O comportamento dos microrganismos probioticos ao longo do armazenamento
a8°C £ 1°C por 28 dias esté apresentado na Tabela 13 e na Figura 26.

Tabela 13. Contagem dos microrganismos probioticos presentes na bebida fermentada de

umbu utilizando os gréos de kefir durante 28 dias de armazenamento a 8°C + 1°C.

] Laticas Aceticas Leveduras
Dias de armazenamento
(log UFC/mI)  (log UFC/ml)  (log UFC/mI)
0 6,56%" 7,042 7,042
7 6,682 7,082 7,132
14 6,767 7,74° 7,118
21 6,887 7,72b 7,49P
28 6,867 7,46° 7,45P

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

Figura 26. Contagem bactérias laticas (A), acéticas (B) e leveduras (C) presentes na
bebida fermentada de umbu utilizando os grdos de kefir durante 28 dias de
armazenamento a 8°C + 1°C.

A B
Laticas Acéticas
10,0000 10,00000
8,0000 _ 8,00000 }
E e ¢ s ¢ { E . s ! ¢
O 6,0000 S 6,00000
5 5
o 4,0000 o 400000
o o
) )
2,0000 2,00000
0,0000 0,00000
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Tempo de armazenamento (dias) Tempo de armazenamento (dias)
C
Leveduras
10,00000
8,00000 s } i & FY

6,00000

4,00000

Log UFC./ml

2,00000

0,00000
0 7 14 21 28 35

Tempo de armazenamento (dias)



De acordo com os resultados obtidos, a concentracdo de bactéria acido latica se
mantiveram estaveis(p<0,05) durante 28 dias de armazenamento, estando seus valores na
faixa de 6,58 a 6,93 log UFC/ml (Figura 26A).A concentracdo de bactérias acéticas
aumentou (p<0,05) aos 14, 21 e 28 dias de armazenamento, estando seus valores na faixa
de 7,04 a 7,74 log UFC/ml (Figura 26 B, Tabela 13).

A concentracdo de leveduras também apresentou um aumento (p<0,05) aos 21 e
28 dias de armazenamento, estando seus valores na faixa de 7,04 a 7,49 log.UFC/ml
(Figura 26 C, Tabela 13).Contim et al (2018) observaram resultados semelhantes em
bebida fermentada de kefir de leite com polpa de graviola ao final de 28 dias de
armazenamento, onde todos 0s grupos de microrganismos tiveram contagem em torno de
107 UFC/ml para todas as populacdes microbianas de bactérias &cido laticas, acéticas e
leveduras. Junior et al (2018), em estudo da bebida com polpa de yacon em kefir sabor
morango, observaram que as leveduras aumentaram 1 ciclo log nos primeiros 14 dias e
reduziram na mesma proporcao até os 28 dias de armazenamento (3,2 x 10/ 3,2 x 10°%/

1,3 x 107, respectivamente).

Este estudo obteve resultados superiores aos encontrados por Irigoyen et al.
(2005), em se tratando de populagdo de leveduras e bactérias acéticas de 10° e 10° UFC/
ml, respectivamente. Porém, inferiores em se tratando de bactérias laticas, as quais
estiveram em torno de10® UFC/ml. O mesmo relatou a reducdo de 1,5 a 2,0 ciclos log
UFC/ml de bactérias &cido laticas no periodo de 7 a 14 dias de armazenamento, enquanto
as bactérias acéticas e leveduras permaneceram constantes por todo o periodo do
experimento (28 dias). Apesar de ndo relatado pelo autor, podemos concluir que as
possiveis razbes para o decréscimo na concentracdo dos microrganismos, pode estar
relacionado & natureza da matriz, influenciando no crescimento e atividade dos
microrganismos presentes no kefir (CASSANEGO et al, 2015; WSZOLES et al., 2001,
WITTHUHN et al., 2004).

Lopusiewicz et al. (2019) desenvolveram uma bebida fermentada de kefir de dgua
a base de 6leo de linhaca, obtendo populagdes semelhantes as registradas neste trabalho,
com resultados da contagem das bactérias acido laticas compreendidas em torno de 10’
UFC/ml e para leveduras de 10® UFC/mI. No entanto, valores mais altos foram relatados
por Koh et al. (2017) (102 UFC/ml e 10° UFC/mlI para bactérias acido lacticas e levedura,



respectivamente), os quais usaram puré de abobora para desenvolver bebida semelhante

ao kefir, complementando com aglcar mascavo.

Gongcalves et al. (2018) avaliaram a viabilidade de bactérias laticas ao longo de 28
dias de armazenamento em fermentado de kefir com a adi¢do de yacon, registrando a
reducdo populacional dos microrganismos aos 14 primeiros dias, de 8,82 para 8,27 log
UFC/g e no preparado controle (kefir fermentado no leite e sem adi¢éo do yacon), de 8,91
para 7,80 log UFC/g. Neste mesmo estudo, os resultados mostram que de 14 para 28 dias

ocorre 0 aumento populacional de tais microrganismos.

Vale ressaltar que foi notdria a presenca de gases ao abrir 0s recipientes
dasamostras ao longo do armazenamento. Isto ocorre devido ao fato dos principais
produtos finais da fermentacdo do kefir serem o &cido léctico, acetaldeido, etanol,
acetoina, diacetil e didéxido de carbono (ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM, 2009;
FERREIRA et al., 2010). Estes produtos sdo provenientes da relacdo simbidtica de
bactérias acido lacticas (BAL), &acido acéticas e leveduras (YANG et al., 2008;
CASANEGO et al, 2015). Conforme Farnworth (2005), as leveduras fornecem nutrientes
essenciais para o crescimento das bactérias acido lacticas, tais como aminoacidos e

vitaminas, resultando na liberacdo de metabdlitos como etanol e CO..
4.4.4. Andlise de microrganismos patogénicos

A contagem de coliformes mostrou a auséncia de colonias em todas as diluigdes,
estando de acordo com a legislagdo vigente, que estabelece no maximo de 10! NMP/g
para coliformes a 35 °C e maximo de 10°UFC/g para coliformes a 45 °C (BRASIL, 2001).

A contagem de bolores e leveduras apresentou apenas colénias de leveduras, o que
era de se esperar por se tratar de um produto que ha presenca de leveduras, porém houve
auséncia de colonias de bolores(CASSANEGO et al., 2015).

4.5. CONCLUSOES

A bebida fermentada de umbu utilizando os grédos de kefir se mostrou capaz de
manter as caracteristicas de composi¢cdo de compostos bioativos, em se tratando de
compostos fendlicos e flavonoides, no decorrer dos 21 dias de armazenamento a 8°C. O
teor de carotenoides diminuiu ao longo do armazenamento, passando de 0,550 a 0,219

Hg/100ml de B-caroteno apds 28 dias.



A bebida fermentada de umbu utilizando os gréos de kefir apresentou estabilidade
para a concentracdo de microrganismos probioticos, permanecendo em torno de 6,76,
7,74 e 7,11 log UFC/mI para bactérias &cido laticas, acéticas e leveduras, respectivamente.

Podendo ser considerado como um produto com potencialidade probidtica.

Estudos futuros devem validar a analise sensorial da formulacdo selecionada no
momento da producdo e ao longo do armazenamento da bebida. Vale salientar que o
processo de recuperacdo dos grdos de kefir se tornaram invidveis pela retencdo de fibras
da polpa de umbu, sendo necessario um processo mais eficiente de filtracdo da polpa antes

da utilizacdo na fabricacdo da bebida fermentada.

Como requisito para rotulagem do produto final, hd a necessidade de realizar a
especificacdo da espécie dos microrganismos presentes na formulacdo. Podendo também
aderir a utilizacdo de culturas com certificacao de espécie de cada linhagem presente nos

gréos de kefir.
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