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RESUMO

OLIVEIRA, Thatiana Lopes de, Mestrado Profissional, Instituto Federal de Educagéo,
Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, maio de 2018. Viabilidade de
Microrganismos Presentes no Kefir Adicionado de Mel e Resisténcia as CondicOes
Gastrointestinais Simuladas in vitro. Orientadora: Aurélia Dornelas de Oliveira Martins.
Coorientadores: Eliane Mauricio Furtado Martins e Maurilio Lopes Martins.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial prebi6tico do mel na viabilidade de
microrganismos presentes no kefir e avaliar sua resisténcia as condigdes gastrointestinais
simuladas in vitro. Gréos de kefir (5%) foram inoculados no leite e preparadas quatro
amostras (kefir puro e kefir com 1, 3 e 5% de mel). Apds a inoculacdo e adicdo de mel, as
amostras foram armazenadas em B.O.D. a 25°C por 24h para fermentagdo e, posteriormente
armazenadas por 21 dias a 8°C. As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas foram
realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias. A simulacdo das condic6es gastrointestinais in vitro
foi feita com o kefir puro (KP) e com o kefir a 3% de mel (K3) nos tempos 0, 7 e 14 dias.
Ambas amostras também foram utilizadas para analise sensorial nos tempos 0 e 7 dias. Em
relacdo a qualidade microbioldgica todas as amostras apresentaram conformidade com a
legislacdo brasileira. Em relacdo a viabilidade de microrganismos em agar MRS ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras (KP e K3) e em relacdo ao tempo. As
amostras ndo diferiram entre si (p>0,05) quanto aos parametros de pH e acidez. Em relacdo a
simulacdo das condigdes gastrointestinais, observou-se que KP e K3 apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) na viabilidade antes e apds a simulacdo da bebida as condicGes
gastricas. Como a porg¢éo diaria minima de microrganismos probidticos viaveis que devem ser
ingeridos para efeitos terapéuticos é de 108 a 10° UFC.g%, implica em um consumo de 100g
didrias do produto contendo 10% UFC.g* ou mL. As amostras de KP e K3 tiveram a mesma
aceitacdo sensorial (p>0,05) nos atributos avaliados. Concluiu-se que o mel ndo apresentou
efeito prebidtico para os microrganismos do kefir, porém, os mesmos apresentaram resisténcia
as condicOes gastrointestinais simuladas in vitro, sugerindo possivel efeito probidtico.

Palavras-chave: Bebida fermentada, bactéria latica, probidtico.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Thatiana Lopes de, Professional Master, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia
e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, May 2018. Viability of lactobacilli in kefir with
honey and survival in vitro gastrointestinal conditions. Advisor: Aurélia Dornelas de
Oliveira Martins. Co-advisors: Eliane Mauricio Furtado Martins and Maurilio Lopes Martins.

This work evaluated the prebiotic potential of honey in the viability of lactobacilli present in
kefir and the resistance of the microorganisms contained in the product simulating
gastrointestinal conditions in vitro. Kefir granules were inoculated in milk and four
treatments were prepared (pure kefir and kefir with 1, 3 and 5 % of honey). After inoculation
and honey addition, samples were kept in B.O.D. at 25 °C for 24 h, for fermentation, and then
were storage for 21 days at 8 °C. With respect to microbiological quality, all samples were in
agreement with Brazilian legislation. In relation to viability of microorganisms and time in
MRS agar there was no significant difference (p>0.05) between the samples (KP e K3).
There was no significant difference (p>0.05) between all samples when pH and acidity were
evaluated. With respect to gastrointestinal conditions, KP e K3 showed significant difference
(p<0.05) in viability before and after simulation, however, they were in agreement with
sensory acceptance (p>0.05) for the evaluated characteristics. Toward therapeutic effects, a
portion (108 until 10° UFC.g™) of feasible probiotic microorganisms must be ingested daily.
In other words, 100 g of the prebiotic, with 10 UFC.g™* or mL, must be consumed. This work
shows that honey have no prebiotic effect for kefir microorganisms. However, probably there
is a probiotic effect, because kefir microorganisms showed resistance for gastrointestinal
conditions when a simulation were made in vitro.

Key words: Fermented drink, lactic acid bacteria, probiotic.
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1. INTRODUCAO

Quefir ou kefir é um produto origindrio da Rdssia, mais especificamente das
montanhas do Céaucaso (LEITE et al., 2015; SANTOS et al., 2012). Caracteriza-se por ser
uma bebida fermentada, apresentando diversos efeitos probidticos (MOREIRA et al., 2008).
Seus grdos sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces
marxianus), leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces cerevisae e
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).

A presenca de uma microbiota diversificada torna-se a principal caracteristica do kefir.
Os lactobacilos, lactococos, bactérias do acido acético e leveduras presentes nos gréos sao
mantidos unidos pela matriz de polissacarideos, proteinas e gorduras. As leveduras
proporcionam caracteristicas singulares ao produto tanto pelo aroma como pela sintese de
vitaminas do complexo B e ainda pela producdo de etanol e CO2, mesmo apos refrigeracédo
(COSTA; ROSA, 2016).

Segundo Leite et al. (2015), estudos in vitro e com animais, associam o consumo de
kefir com beneficios a saide como, melhora da intolerancia a lactose, imunomodulacéo,
inibicdo de microrganismos patogénicos e regulacdo da microbiota intestinal.

O cultivo do kefir pode ocorrer em diferentes substratos, como leite, suco de frutas ou
acucar mascavo (MOREIRA et al., 2008), além de outros alimentos como por exemplo o mel.

O mel é um oligossacarideo, que exerce efeito prebidtico, estimulando o crescimento
seletivo de bactérias desejaveis no intestino (MACEDO et al., 2008). Os oligossacarideos, 0s
fruto-oligossacarideos, a inulina e oligofrutose apresentam grande relevancia nutricional e
tecnoldgica, propiciando aumento no teor de fibras dos produto, e exercendo atividade
bifidogénica quando inseridos no alimento (COSTA et al., 2013).

Dentre os beneficios do mel, podem ser citados efeito na regulacdo do transito
intestinal, regulacdo da pressdo arterial, reducdo do risco de cancer e também reducdo dos
niveis de colesterol (MACEDO et al., 2008). Outra funcionalidade do mel é o de agregar
sabor, devido as caracteristicas de docura e sabor peculiares (MARIN et al., 2014).

Tendo em vista os beneficios que o kefir e 0 mel podem promover a sadde, ha
necessidade de estudos que tornem vidvel a combinacdo desses alimentos, além de verificar a
viabilidade dos microrganismos presentes no kefir combinado com mel e a resisténcia destes a

passagem pelo trato gastrointestinal, objeto de estudo deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar o potencial prebiético do mel na viabilidade de microrganismos presentes no
kefir em &gar MRS e avaliar a resisténcia dos mesmos as condi¢fes gastrointestinais

simuladas in vitro.

2.2. Objetivos especificos

» Desenvolver bebidas fermentadas de kefir com diferentes concentracdes de mel;

« Avaliar as caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas dos produtos elaborados;

« Determinar a contagem de microrganismos nos produtos antes e apos a adicdo de mel;

« Avaliar a aceitabilidade sensorial dos produtos;

« Verificar por meio de ensaio in vitro, a viabilidade de microrganismos presentes no

kefir apds simulacdo das condicdes gastrointestinais.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Bactérias probioticas e colonizaco intestinal

O termo probidtico, que significa para vida, designa bactérias que apresentam efeitos
benéficos tanto para seres humanos como para animais. As primeiras observacdes acerca dos
beneficios intestinais dos probidticos, foram atribuidos ao russo Eli Metchnikoff, com
trabalhos realizados no Instituto Pasteur em 1907, que sugeriu a possibilidade de adogéo de
medidas capazes de substituir microrganismos intestinais nocivos por benéficos (FAO/WHO,
2001).

A definicdo de probidticos mais aceita internacionalmente é a adotada pela Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e pela World Health Organization
(WHO) as quais os definem como microrganismos vivos que, administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

A legislacdo brasileira define que as bactérias aprovadas para utilizacdo como
probidticos sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis,
Bifidobacterium animallis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Enterococcus
faecium (BRASIL, 2008).

Alguns critérios deverdo ser seguidos para a selecdo de bactérias probidticas como
género; origem (devera ser humana); estabilidade em relagcdo a passagem pelo ambiente acido
do estbmago e ao contato com sais biliares; capacidade de adesdo a mucosa intestinal;
capacidade de colonizacdo do intestino, mesmo que esta seja passageira; inibicdo de
patdgenos (RAIZEL et al., 2011) e ainda apresentar atividade metabdlica, como sintese de
acidos graxos de cadeia curta, producdo de vitaminas e substratos energéticos (PEREZ;
MENEZES; d’ACAMPORA, 2014).

A utilizacdo de culturas bacterianas probidticas reforca 0os mecanismos naturais de
defesa do hospedeiro, uma vez que elas estimulam a multiplicacdo de bactérias benéficas em
detrimento das potencialmente prejudiciais, além de inibirem a multiplicacdo de patdgenos
(MACEDO et al., 2008).

Aos probioticos sdo atribuidos trés possiveis mecanismos de atuacdo. O primeiro diz
respeito a supressdo de células viaveis por meio de producdo de compostos que apresentam

atividade antimicrobiana, competicdo pelos nutrientes e também por sitios de adesdo. O
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segundo mecanismo trata de uma possivel alteracdo do metabolismo microbiano, por
intermédio do aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica. O terceiro mecanismo de a¢do
seria 0 estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos e
aumento da atividade dos macréfagos (SAAD, 2006).

Em relacdo a resposta imune, os efeitos dos probidticos ocorrem por meio da
mediacdo de macrofagos, por elevagdo nos niveis de citocinas, aumento da atividade das
células natural killer (NK) e/ou aumento nos niveis de imunoglobulinas. E importante
ressaltar que todos estes beneficios dos probidticos perante o sistema imunolégico ocorrem
sem que haja desencadeamento de uma resposta inflamatoria prejudicial (OLIVEIRA, 2009).

Como exemplo dos principais mecanismos de acdo atribuidos aos probi6ticos
encontram-se: 1 — Atividade antimicrobiana por meio da diminui¢do do pH luminal, secre¢éo
de substéncias antimicrobianas e bloqueio da adesdo bacteriana as células epiteliais; 2 —
Funcéo de barreira por meio do aumento na producdo de muco, o que melhora a integridade
da barreira; 3 — Imunomodulacdo através do efeito nas celulas epiteliais, nas células
dentriticas, nos mondcitos e macrofagos e nos linfécitos (COSTA et al., 2013).

E necessario que haja sobrevida dos probidticos ao passarem pelo ambiente adverso
que o estdbmago propicia, chegando integros ao intestino, colonizando-o, mesmo sendo por
periodo determinado (OLIVEIRA et al., 2002).

O trato gastrointestinal (TGI) humano é densamente povoado por micro-organismos
comensais e simbidticos, na maioria bactérias, mas também sdo encontrados fungos, archaea e
virus. Abriga dez vezes mais bactérias que o numero de células que formam nosso organismo.
A composicdo bacteriana dos individuos € distinta, tendo influéncia genética bem como
caracteristicas individuais e ambientais, como: tipo de nascimento (parto normal ou
cesariana), idade e habitos alimentares. O tipo de alimentacdo pds—natal apresenta grande
impacto na composicdo da microbiota intestinal dos individuos. Os lactentes apresentam
maior variabilidade da composicdo microbiana quando comparado a microbiota intestinal
adulta, abrigando menos espécies com menor estabilidade. Por volta do 2° e 3° ano de idade, a
microbiota passa a ser estavel, podendo ser comparavel a de um adulto. Ao longo da vida, a
microbiota intestinal passara por varias mudancas, decorrentes do meio ambiente, estilo de
vida e alimentacdo, patologias e envelhecimento (MORAES et al., 2014; PEREZ
MENEZES; d’ACAMPORA, 2014).

A multiplicacdo das espécies bacterianas ao longo do TGI é heterogénea, sendo menor

no estbmago e intestino delgado devido a acéo bactericida do suco géstrico, da bile, secregdo



do péncreas e peristaltismo intenso do intestino. No cdlon, concentra-se a maior parte da
microbiota, fato que se deve a auséncia de secre¢do enzimatica e oferta de nutrientes aliados
ao baixo peristaltismo. A capacidade de adesdo aos receptores da mucosa intestinal é o fator
predominante para a colonizacio das bactérias no trato gastrointestinal. E possivel que
microrganismos pioneiros exercam um papel fundamental na selecdo da microbiota,
impedindo o crescimento de outros microrganismos. Apds a adesdo a mucosa intestinal, 0s
microrganismos estabelecem colbnias permanentes, constituindo a microbiota autoctone que,
torna-se cada vez mais estavel a partir do amadurecimento da relacdo simbidtica com o
hospedeiro. Microrganismos introduzidos posteriormente podem associar-se a mucosa, porém
sem adesdo a receptores, constituindo a microbiota aloctone (LEITE et al., 2014).

Apenas espécies bacterianas dominantes (entre 10° e 10** UFC/g) e subdominantes
(10° e 10® UFC/g) estdo presentes em quantidades suficientes para desempenharem uma
fungdo no hospedeiro. Os principais beneficios da microbiota podem ser divididos em trés
niveis: 1- escudo biologico: funcdo de barreira ativa contra patégenos; 2 -atividade trofica:
estimulo a angiogénese, ao sistema imune local e sistémico; 3 -metabodlicas: fermentacdo de
alimentos que ndo foram absorvidos, matéria organica advinda do proprio hospedeiro, como
por exemplo, células descamadas de epitélios e secrecOes, e metabolitos produzidos pela
microbiota, ocasionando a producdo de &cidos graxos de cadeia curta, vitaminas (K, B12,
folato, biotina, riboflavina) e carotenoides, substratos energéticos como acido butirico,
propibnico e acético para o consumo de colondcitos, hepatocitos e tecidos periféricos,
respectivamente (PEREZ; MENEZES; d’ACAMPORA, 2014).

O intestino humano é colonizado por indmeras estirpes de bactérias, a maioria
anaerdbias estritas. A microbiota intestinal influencia as rea¢fes bioquimicas que ocorrem no
hospedeiro. Se a microbiota encontra-se integra e em equilibrio, impede a acdo de
microrganismos patogénicos, porém, 0s mesmos exercerdo patogenicidade com consequente
infeccdo caso haja desequilibrio na microbiota.

Embora a auséncia ou a presenca de uma matriz alimentar possa determinar o perfil de
pH ao qual a estirpe probiotica esta sujeita e apesar das condi¢bes de acidez inicial serem
menos rigorosas, devido ao efeito protetor inicial de pH conferido pelos alimentos, uma
digestdo mais demorada no estdmago pode expor o0 probidtico a um ambiente mais acido por
um periodo mais longo. A presenca dos sais biliares induz a propriedades que afetam as
membranas dos microrganismos, em decorréncia da sua natureza antifilica (VANDENPLAS;
HUYS; DAUBE, 2015).



Comumente no intestino humano s&o encontrados microrganismos dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo encontrados também em produtos lacteos fermentados
e suplementos alimentares (OLIVEIRA, 2009).

As bifidobactérias sdo microrganismos Gram positivos e ndo formadores de esporos.
Neste género estdo incluidas 30 espécies, sendo 10 de origem humana, encontrada nas fezes,
caries dentérias e vagina. As de origem animal contabilizam 17, duas tém sua origem em
aguas residuais e uma origina-se do leite fermentado. Ao contrario do que ocorre com a maior
parte das bactérias deste género, a que tem origem no leite fermentado apresenta boa
tolerancia ao oxigénio. As bifidobactérias sdo microrganismos que sintetizam acido acético e
acido latico na proporc¢do de 3:2, a partir de dois moles de hexose, ndo havendo producédo de
CO.. Todas as bifidobactérias de origem humana sdo capazes de utilizar, além da glicose, a
galactose, lactose e a frutose como fontes de carbono. A temperatura 6tima de crescimento
estéd entre 37 e 41 °C, sendo que o pico de crescimento estd em torno de 43 — 45 °C e com 0
minimo entre 25 — 28 °C, com pH ideal entre 6 e 7 (RAIZEL et al., 2011).

Os microrganismos pertencentes ao género Lactobacillus, sdo caracterizados como
Gram positivos, ndo formadores de esporos, sem flagelos, apresentando-se na forma de
bastonetes ou cocobacilos. Podem ser anaerobios ou aerotolerantes (SANTOS; BARBOSA;
BARBOSA, 2011).

As bactérias deste género sdo amplamente distribuidas, sendo encontradas por todo
sistema gastrointestinal e geniturinario, tendo grande relevancia na microbiota de homens e
animais. Sua distribuicdo pode sofrer interferéncia por véarios fatores ambientais, tais como:
pH, disponibilidade de oxigénio, concentracdo do substrato especifico, presenca de secrecdes
e interacdes bacterianas. L. acidophillus apresenta baixa tolerancia a salinidade do meio, e é
um microrganismo microaerofilico, sendo que o crescimento em meios sélidos é favorecido
pela auséncia de oxigénio (anaerobiose), ou pressdo reduzida de oxigénio. Sdo capazes de
degradar amidalina, celobiose, frutose, galactose, lactose, glicose, maltose e manose. A partir
da degradacdo de glicose, produz quase que exclusivamente acido latico e uma pequena
quantidade de acetaldeido. A temperatura 6tima de crescimento estd em torno de 35 e 40 °C.
Em relacdo a acidez do meio, sua tolerancia varia entre 0,3 e 1,9% (v/v) de acido latico
(RAIZEL et al., 2011).

E essencial a manutencdo da microbiota intestinal, seja por suplementacdo de
probioticos, prebidticos ou simbidticos, tendo em vista que o desempenho normal das fungdes

fisioldégicas do hospedeiro é possivel gracas ao microecossistema que compde o trato



gastrointestinal (OLIVEIRA, 2009). Além disso, Vandenplas; Huys e Daube (2015)
reportaram que 0s probidticos apresentam a importancia ndo apenas em relagdo ao trato
gastrointestinal, mas também a outros 6rgdos como boca, pele e trato urogenital, prevengdo de
infecgBes do trato reprodutivo e urinario.

Ledo et al. (2015) avaliaram a influéncia de L. rhamnosus na expresséo de fatores de
viruléncia de Candida albicans in vitro e observaram significativa reducdo no crescimento
dessa levedura apds 24, 48 ou 72 horas na presenca de lactobacilos em comparagdo ao
crescimento na auséncia desses microrganismos, verificado em condigdes tanto de
anaerobiose como de microaerofilia. Tais resultados promoveram uma dificuldade de
recuperacdo de Candida para o0s ensaios subsequentes da investigagdo dos fatores de
viruléncia. Ressalta-se ter sido realizado estudo in vitro, sendo que condic¢des in vivo sdo mais
dindmicas havendo interferéncia de outras espécies e também do sistema imune do
hospedeiro.

Os probioticos também apresentam eficacia na prevencdo da diarreia causada por
bactérias patogénicas e por virus. Os efeitos benéficos foram comprovados utilizando-se L.
rhamnosus GG e Bifidobacterium lactis BB-12 para a prevencdo e tratamento da diarreia
aguda em criancas, causada principalmente, por rotavirus (FAO/WHO, 2001).

E importante ressaltar também que a administracdo de probi6ticos ndo se limita apenas
na forma de alimentos ou suplementos farmacéuticos. Pomadas especificas e sprays nasais
tém sido desenvolvidos, 0 que demonstra a importancia de ampliacdo do controle das
alegacOes, ndo se restringindo apenas aos alimentos (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE,
2015).

3.2. Kefir: definicdo, composicao e caracteristicas funcionais

Kefir constitui-se de um agregado de microrganismos simbioticos, dentre eles,
bactérias aciddfilas e leveduras, que podem promover diversos beneficios a saide (SANTOS;
BASSO, 2013). Dertli; Con (2017) ao avaliarem quatro amostras de kefir, constataram que
bactérias do género Lactobacillus foram as predominantes. As bactérias acido laticas (BAL)
desempenham um papel importante na conversdo do leite em produtos lacteos fermentados.
Nesse sentido suas propriedades mais importantes sdo a de acidificar o leite, gerando sabor e
textura caracteristicos (WIDYASTUTI; ROHMATUSSOLIHAT; FEBRISIANTOSA, 2014).

Em relacdo as leveduras, K. marxianus contribui para as principais caracteristicas do kefir tais
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como a sua estabilidade microbiana, propriedades quimicas, sensoriais, e estruturais dos grdos
de kefir (CHO et al., 2018).

Foi comprovado que Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces cerevisae isolados
de kefir sdo capazes de resistir as condi¢fes acidas e aos sais biliares do trato gastrointestinal
(simuladas in vitro), apresentando taxa de sobrevivéncia de 50 e 90%, respectivamente (CHO
et al., 2018).

A Instrucdo Normativa n® 46 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), menciona que os graos de kefir compdem-se por leveduras fermentadoras de lactose
e também pelas ndo fermentadoras, respectivamente Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae, Saccharomyces exiguus. Também
fazem parte da constituicdo dos grdos, Lactobacillus casei, Bifidobacterium sp. e
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (BRASIL, 2007).

O namero total de microrganismos do kefir e sua composigéo é variavel, dependendo
da origem, dos métodos de cultura e do substrato utilizado (MOREIRA et al., 2008;
WESCHENFELDER et al., 2011). A microbiota dos grdos de kefir ndo € distribuida
uniformemente, sendo que no seu interior hd& uma maior diversidade de microrganismos
quando comparado com o exterior (HAMET et al., 2013).

Uma caracteristica que difere o kefir de outros produtos lacteos fermentados é a
possibilidade de recuperacdo dos grédos apos a fermentacdo com um leve acréscimo no bioma
dos grédos (SATIR; ZEYNEP B.; GUZEL-SEYDIM, 2016).

No Brasil, kefir é utilizado como um produto da medicina popular, devido aos efeitos
probidticos conferidos ao produto obtido a partir da sua fermentacdo. Os meios de cultivo do
kefir podem variar, podendo a cultura ser realizada no leite, aclcar mascavo ou suco de fruta.
A coloracdo dos graos obtera tonalidades diferentes, de acordo com o meio onde se deu o
cultivo. Quando os gréos forem cultivados no leite, apresentardo tonalidade amarela, ocres e
pardos se cultivados no aglcar mascavo e ainda coloracdo pdrpura quando cultivados no suco
de uva (MOREIRA et al., 2008).

O produto obtido a partir da fermentacdo do kefir constitui-se de uma solugédo &cida,
contendo etanol, gas carbdnico e compostos aromaticos (DINIZ et al., 2003; LEITE et al.,
2013). Sdo constituintes também da bebida produzida a partir dos graos, acidos latico,
formico, succinico e propibnico, aldeidos, tracos de alcool isoamilico e acetona. Sao
encontrados ainda, uma variedade de folatos (SANTOS; BASSO, 2013).

Os gréos de kefir encontram-se encapsulados por uma matriz de polissacarideos, 0s



quais sdo secretados pelas bactérias acido-laticas (DINIZ et al., 2003). Esses polissacarideos
sdo conhecidos como quefirano, ou fator de crescimento kefir — KGF. Este composto é
parcialmente sollivel em &gua. Fazem parte de sua composi¢do 0s monossacarideos galactose
e glicose (MOREIRA et al., 2008). O quefirano apresenta quantidades iguais de glicose e
galactose (DAILIN et al., 2016), além de apresentar vérios efeitos benéficos a saude.

Estudo realizado por Jeong et al. (2017) isolou 22 estirpes de bactérias do &cido latico,
das quais, oito estirpes eram de Lactobacillus kefiranofaciens, duas estirpes eram de
Lactobacillus kefiri, sete estirpes eram de Lactococcus lactis e cinco estirpes de Leuconostoc
mesenteroides, com o objetivo de avaliar  qual estirpe produzia a maior quantidade de
exopolissacarideo (EPS) kefirano. Além disso, os autores objetivaram isola-lo e avaliar sua
atividade antimicrobiana contra dois importantes patdgenos, Listeria monocytogenes e
Salmonella enteritidis. A partir do DNA das bactérias isoladas, sequéncias parciais do RNA
ribossémico 16S foram amplificadas. Para avaliar a producdo de EPS pelas estirpes isoladas,
tomaram como base a caracteristica das colonias; formacdo de capsulas dependentes de fontes
de carbono e rendimento de EPS em caldo MRS. Eles concluiram que Lactobacillus
kefiranofaciens DN1 era a estirpe com maior producdo de EPS (EPS_DNL1) e que a uma
concentracdo de 1%, houve efeito bactericida contra Listeria monocytogenes e Salmonella
enteritidis. Concluiram ainda que 0 EPS_DN1 néo é kefirano, sugerindo entdo, que trata-se de
um novo composto bioativo presente no kefir.

Hamet et al. (2013) relataram ainda que o quefirano apresenta atividade
imunomoduladora de protecdo das células epiteliais da acdo de Bacillus cereus. Outras
propriedades terapéuticas sdo atribuidas ao kefir, como diminuicéo dos efeitos da intolerancia
a lactose, imunomodulacdo, efeitos antimicrobianos, atividade anticarcinogénica e também
regeneracdo hepatica (SANTOS et al., 2012).

Em estudo realizado com ratos, com hipertenséo induzida, observou-se a supressdo do
aumento da pressdo sanguinea apds 30 dias de tratamento com quefirano. Verificou-se
atividade sobre a produgdo de B-interferon, cortisol e noradrenalina, o que possibilitou a
reducdo do estresse, atividade antitumoral e antimicrobiana (MOREIRA et al., 2008).

Diniz et al. (2003) realizaram estudo in vivo para avaliar a possivel atividade anti-
inflamatéria do kefir por meio de inducdo de tecido granulomatoso e contor¢fes abdominais
induzidas por &cido acético. Foram utilizados ratos da raca Wistar e camundongos albinos,
ambos machos. Por meio do método de inducéo de tecido granulomatoso foi possivel avaliar

se haveria atividade anti-inflamatdria sobre processos crénicos. Para o cultivo do kefir



utilizou-se como substrato agucar mascavo diluido em &gua mineral. Constatou-se que a
administracdo de 1mL de kefir diariamente, durante seis dias, foi capaz de inibir a formacéo
de tecido granulomatoso em 42% em comparagdo ao grupo controle. A inibigdo por
dexametasona de aplicacédo tdpica foi de 51%. A inducdo de contor¢Ges abdominais por &cido
acético, resulta na producéo de prostaglandinas, principalmente PGE> o ¢ PGF- o, as quais sdo
mediadores essenciais no processo inflamatério. Acredita-se que a inibicdo destas contorcbes
possam estar envolvidas com a inibicdo da formacdo das prostaglandinas, tendo atividade
sobre os processos inflamatdrios. O grupo de ratos e camundongos que recebeu o kefir como
parte do tratamento apresentou inibicdo de 28% e a inibicdo relativa a indometacina
representou 36% quando comparado ao controle. Com base nesses resultados, os autores
sugeriram que o kefir possui atividade anti-inflamatoria.

Kim et al. (2017), a fim de avaliarem os efeitos do kefir sobre a obesidade e esteatose
hepatica em ratos alimentados com dieta rica em lipideos (60% do total de calorias),
verificaram que o grupo que recebeu a dieta hiperlipidica associada ao consumo de kefir (0,2
mL duas vezes ao dia) teve um ganho de peso menor quando comparado ao grupo controle, o
qual recebeu a dieta hiperlipidica e leite (0,2 mL duas vezes ao dia). Em relacéo ao colesterol
total e ao LDLc, verificaram que o grupo que recebeu kefir apresentou niveis plasmaticos
mais baixos comparando-se ao controle. Os autores ndo encontraram difrencas significativas
entre os dois grupos nas concentracdes plasmaticas de citocinas pro-inflamatérias, IL-1p e
TNF-o. Porém em relacdo a IL-6, o grupo do kefir apresentou niveis plasmaticos mais baixos,
sugerindo uma melhora da inflamacéo sistémica promovida pela dieta hiperlipidica.

Ja Fernandes et al. (2017) avaliaram os teores de isoflavonas e compostos fendlicos
presentes no leite de soja fermentado com kefir apés armazenamento e simulacdo das
condicdes gastrointestinais in vitro. Para obtencdo do extrato, 2509 de soja foram maceradas
em 300mL de agua, ficando sob armazenamento a 5 °C durante 15 horas. Kefir liofilizado foi
inoculado no extrato de soja a 25 °C, fermentando durante 15 horas, sendo em seguida
mantido sob refrigeracdo a 4 °C, em frascos estéreis, durante quatro dias. Os autores
verificaram que a fermentacdo proporcionou aumento das bactérias acido laticas e que as
leveduras permaneceram viaveis durante todo o periodo de armazenamento. No entanto, apos
simulacdo in vitro das condicBes gastrointestinais, a contagem padrdo em placas de
microrganismos foi inferior a 6 log UFC/g. Quanto as isoflavonas a aos compostos fendlicos,
verificaram que 0s mesmos aumentaram, mesmo apos o teste in vitro.

Fiorda et al. (2016) avaliaram diferentes tipos de substratos funcionais com o objetivo
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de desenvolver bebidas probioticas utilizando kefir como cultura inicial. Os substratos
analisados foram a soja, o colostro (bovino) e o mel. Da soja, foi obtido o extrato. Ja o mel foi
diluido em &gua esteril até que fosse obtido um mosto de 40 °Brix e o colostro foi coletado
nas primeiras 12 horas pos-parto. Foram utilizados kefir tibetano (cultivados em leite) e kefir
mexicano (cultivados em acucar). Kefir tibetano foi inoculado no extrato de soja e colostro, e
kefir mexicano foi inoculado no mel, deixando-se fermentar por 24 horas a 30 °C. Foram
analisadas as caracteristicas fisico-quimicas, caracteristicas funcionais e sensoriais das
bebidas. Apos analises, foi constatado que kefir melhorou a qualidade funcional de todos o
substratos avaliados. No entanto, a bebida a base de mel apresentou maior poder antioxidante,
apresentando protecdo aos danos do DNA. Em relacdo a andlise sensorial, a bebida a base de
mel apresentou melhor aceitacdo comparando-se ao cultivo tradicional no agucar mascavo. Os
autores concluiram que o mel seria o substrato ideal para producdo de bebida fermentada, com
alto poder antioxidante, baixos teores de lactose e boa composicdo de microrganismos
probidticos.

Estudo realizado por Weschenfelder et al. (2011) avaliou caracteristicas fisico-

quimicas e composicdo centesimal (Tabela 1) do kefir.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e composicéo centesimal de kefir.

COMPONENTES VALORES
pH 3,60
Acidez (°D) 141,95
Umidade (%) 79,39
Proteina (%) 9,23
Gordura (%) 8,29
Cinzas (%) 0,89
Célcio (%) 0,11
Lactose (%) auséncia

Fonte: Weschenfelder et al. (2011).

3.2.1. Caracteristicas nutricionais de kefir

O valor nutricional de um leite fermentado depende da disponibilidade e da
digestibilidade de nutrientes e das alteracGes decorrentes da fermentacdo e crescimento
microbiano. Geralmente, o valor energético do leite fermentado é similar ao do leite em que
foi preparado (KHEDKAR; KALYANKAR; DEOSARKAR, 2016).

Dentre as caracteristicas nutricionais encontradas no kefir, ¢ importante salientar que

este apresenta boa digestibilidade e é considerado a melhor fonte natural de probidticos
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(SATIR; ZEYNEP B.; GUZEL-SEYDIM, 2016). Recentes descobertas confirmaram que
kefir foi capaz de digerir B e a- caseina, porém ndo hidrolisou a p-lactoglobulina, mesmo com
tempo prolongado de fermentacdo. A maior digestibilidade no kefir poderia melhorar a saude
intestinal por limitar a produgdo de metabdlitos inflamatorios por bactérias putrefativas no
colon (DALLAS et al., 2016).

Kefir contém aminoé&cidos essenciais, vitaminas (B1, B2, B5, C, A, K e carotenos) e
minerais. E importante destacar que a composicdo vitaminica de kefir é influenciada pelo tipo
de leite e também pela microbiota dos grdos (ARSLAN, 2015).

Satir; Zeynep; Guzel-Seydim (2016) afirmaram que o tipo de manejo nutricional ao
qual a espécie animal (bovina ou caprina) é submetida também exerce influéncia nas
caracteristicas nutricionais do kefir. Eles destacaram que kefir produzido do leite de animais
mantidos sob o sistema de alimentacdo extensiva apresentaram parametros nutricionais
melhores quando comparados com kefir produzido a partir do leite de animais mantidos sob o
sistema de alimentacdo intensiva. Componentes nutricionalmente benéficos estavam presentes
em niveis significativamente superiores em kefir produzidos de leite de animais mantidos sob
manejo a pasto em comparacao a um sistema de alimentacéo intensivo.

O perfil aminoacidico de kefir (Tabela 2) sofre alteraces durante a fermentacdo do
leite, sendo maiores 0s niveis de treonina, lisina, serina e alanina (ARSLAN, 2015). Dallas et
al. (2016) demonstraram que peptideos funcionais sdo liberados pela hidrdlise de proteinas

pelos microrganismos de kefir, podendo melhorar a funcionalidade do produto.

Tabela 2. Perfil de aminoacidos essenciais presentes no kefir.

Aminoéacidos Quantidade no Kefir (mg/100g)
Valina 220
Isoleucina 262
Metionina 137
Lisina 376
Treonina 183
Fenilalanina 231
Triptofano 70

Fonte: Arslan (2015).

Além de macroelementos, microelementos sdo encontrados nos graos de kefir. Este
também é uma boa fonte de calcio, magnésio e fosforo (Tabela 3). O fésforo é o segundo
mineral em maior quantidade no corpo humano. Suas fungdes no organismo séo auxiliar na
utilizacdo de carboidratos, proteinas e gorduras para o crescimento celular, manutencéo e

energia.
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Tabela 3. Macro e micro elementos presentes nos gréos de Kefir.

Macro Valores Micro elementos Valores
elementos encontrados (%) encontrados
(ma/kg)
Potassio 1,65 Cobre 7,32
Calcio 0,86 Zinco 92,7
Fésforo 1,45 Ferro 20,3
Magnésio 0,3 Manganés 13,0
Cobalto 0,16
Molibdénio 0,33

Fonte: Arslan, (2015).

Estudo conduzido por Satir; Zeynep; Guzel-Seydim (2016) ao avaliarem como a
fermentacao do kefir poderia afetar a composicdo do produto e correlacionaram os valores de
algumas vitaminas e minerais encontrados no kefir produzido a partir de leite de cabra com os
valores da recommended dietary allowances (RDA). Os autores verificaram que 0 consumo
de 1 copo de 200 mL de kefir supriria, em relacdo ao percentual da RDA, os seguintes valores
de recomendacdo: 15% de vitamina A; 30% de vitamina B2; 23% de calcio; 33% de fosforo e

14% de zinco.

3.3. Prebioticos

Prebioticos sdo definidos como componentes alimentares ndo digeriveis, capazes de
estimular seletivamente a multiplicacdo ou atividade das bactérias desejaveis no intestino
(MACEDO et al., 2008; MONA et al., 2015) conferindo efeitos benéficos ao hospedeiro,
devido a sua capacidade em estimular o crescimento e a atividade de um niimero limitado de
bactérias, usualmente lactobacilos e bifidobactérias (MONA et al., 2015).

A maior frequéncia de atuacdo dos prebioticos é no intestino grosso, embora possam
apresentar certo impacto sobre os microrganismos encontrados no intestino delgado
(OLIVEIRA, 2009). Para que um alimento possa ser classificado como prebiotico, precisa ser
carboidrato e atender aos seguintes critérios: ndo sofrer hidrélise ou ser absorvido no trato
intestinal e que sua fermentacdo se dé por um namero limitado de microrganismos, como
pelas bifidobactérias e pelos lactobacilos (COSTA et al., 2013). Séo considerados prebidticos:
inulina (frutanos), frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e também a

lactulose, alcoois de agucar, amido resistente e polissacarideos complexos, como por exemplo
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a goma de acécia. Muitos substratos ndo digeriveis, especialmente os carboidratos, s&o
fermentados no intestino grosso (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016).

A associacdo entre probiotico e prebidtico origina os produtos denominados
simbidticos. A interacdo in vivo entre probidtico e prebidtico pode ser favorecida através de
uma adaptacdo, anterior ao consumo, do probidtico ao substrato prebidtico. Tal adaptacdo
pode resultar em vantagem competitiva para o probidtico, caso este seja consumido
juntamente com o prebidtico. Esse efeito simbidtico pode ser, alternativamente, direcionado
ao intestino delgado e grosso, regides alvo do trato gastrointestinal. O estimulo de estirpes
probidticas conhecidas, propicia a escolha dos pares simbidticos substrato—microrganismo
ideais. Portanto, o consumo de pro e prebidticos selecionados apropriadamente, pode
aumentar os efeitos benéficos de cada um deles (OLIVEIRA, 2009). A combinagdo entre um
prebidtico especifico e um probidtico, exerce um efeito benéfico que vai alem do seu efeito
individual, o que presume-se ocorrer através da otimizagdo da sobrevivéncia e atividade de
microrganismos beneficos no trato gastrointestinal (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016). No
entanto, Vandenplas; Huys; Daube (2015) relataram que apds um tratamento com probidticos
e prebioticos, simultaneamente, por meio de uma mistura de quatro estirpes e
galactoligossacarideos, realizado com gestantes por duas a quatro semanas pré-parto e aos
neonatos durante seis meses, ndo obteve efeito, comparado ao placebo, sobre a incidéncia
acumulada de doencas alérgicas aos dois anos. Todavia, mostrou uma tendéncia na
diminuicdo das doencas relacionadas a IgE (atdpica), por ter sido observada uma diminuicéo
significativa do eczema (atopico).

A administracdo de prebioticos aumenta a microbiota intestinal benéfica do individuo,
em particular, as bifidobactérias. Além de contribuir para elevacdo dos niveis de citocinas
anti-inflamatorias e diminuicdo nos niveis das citocinas pro-inflamatérias, o que resulta em
diminuicdo da inflamacdo intestinal em idosos (PATEL et al., 2014).

A inulina, um frutooligossacarideo ndo digerivel, comumente extraida da raiz de
chicdria, é considerada um prebio6tico por ter a capacidade de elevar o nimero de probidticos
no clon (MAESTRI et al., 2014). Os FOS podem ser extraidos de vegetais como alcachofra,
raiz da chicéria, dalia, alho, cebola, dente de ledo, banana, dentre outros. Embora a quantidade
existente nestes alimentos seja pequena e, em contrapartida, a quantidade exigida para se
obter efeito funcional seja elevada, os FOS podem ser extraidos e concentrados (THAMER,;
PENNA, 2005).
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H& um consenso de que os FOS alteram o habitat intestinal, promovendo aumento no
bolo fecal e em consequéncia a normalizacéo da frequéncia fecal. Seus efeitos prebidticos sdo
percebidos com o aumento no nimero e atividade de bifidobactérias e bactérias acido lacticas
no intestino humano. Em funcdo disso, os FOS assumem importancia tecnologica por serem
utilizados na fabricacdo de uma grande variedade de alimentos como, por exemplo, iogurte,
queijo, leite, extrato de soja, cereais, dentre outros (THAMER; PENNA, 2005).

Tem sido demonstrado que prebioticos e simbidticos podem aumentar a absorcao de
minerais, especialmente de calcio e magnésio. Os mecanismos relacionados sdo: maior
solubilidade dos minerais, decorrente do aumento da producdo de acidos graxos de cadeia
curta pelas bactérias, devido a maior oferta de substrato; alargamento da superficie de
absorcdo em razdo da multiplicacdo de enterocitos, mediados pelos produtos da fermentacéo
bacteriana, em especial, lactato e butirato; maior expressao das proteinas de ligacao de célcio;
melhoria das condicdes intestinais; degradacdo de mineral complexante de acido fitico;
estabilizagdo da microbiota intestinal (PATEL et al., 2014).

O metabolismo e composicdo dos prebidticos sdo diferentes embora possuam
mecanismos de atuacdo em comum, especialmente no que diz respeito a modulacdo da
microbiota enddgena. Enquanto ndo sofrem fermentacdo, os prebioticos exercem um efeito
osmatico no trato gastrointestinal, como todo carboidrato nao digerivel.

A inulina e a oligofrutose apresentam resisténcia a digestdo na parte superior do trato
intestinal, sofrendo fermentacdo ao chegarem no célon. A fermenta¢do promove um aumento
na biomassa microbiana, em consequéncia, aumento de volume, promovendo um aumento na
frequéncia das evacuacgdes. Tais efeitos justificam sua classificacdo como fibras dietéticas
(SAAD, 2006).

3.4. Mel: composicéo e propriedades funcionais

A Instrucdo Normativa n°11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), define mel como produto alimenticio produzido por
abelhas meliferas, obtido do néctar das flores ou de secrecBes provenientes de partes vivas das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, as quais sdo recolhidas pelas abelhas, que transformam, combinam com substancias

especificas proprias, armazenam e deixam maturar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000).
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O mel é considerado um alimento funcional por exercer funcao prebidtica, tendo como
efeitos a regulacdo do tréansito intestinal, controle da presséo arterial, diminui¢do do risco de
cancer e reducdo da colesterolemia (MACEDO et al., 2008). Por apresentar docura e sabor
caracteristico, o mel agrega sabor a bebida quando adicionado, tendo em vista que é composto
de uma solucdo concentrada de agucares, predominantemente glicose e frutose. Contém ainda
uma mistura complexa de outros carboidratos, enzimas, aminoécidos, acidos organicos,
minerais, substancias aromaticas e grdos de polen, e pode conter cera de abelhas proveniente
do processo de extracdo. A producdo de &cido é favorecida na presenca do mel, por conter
alto teor de carboidratos fermentaveis (MARIN et al., 2014).

O mel contém tipos e niveis minimos de microrganismos. A eles s&o atribuidas as
propriedades naturais e também o controle realizado pela industria, geralmente relacionado a
fatores fisicos e quimicos, tais como osmolaridade e concentragdo de peroxido de hidrogénio
e volateis, respectivamente. Compostos fenolicos e a enzima glicose oxidase presentes no mel
proporcionam uma barreira ao desenvolvimento de microrganismos em razdo da forte
caracteristica oxidante destes compostos. A quantidade de bactérias presentes no mel pode
variar de acordo com 0s seguintes fatores: tipo de mel; idade; tempo de colheita e a técnica de
analise empregada (GOIS et al., 2013).

Além de ser utilizado como prebiotico, o0 mel possui outros beneficios. Em estudos
realizados por Silva et al. (2014), foi verificado e comprovado o efeito antioxidante do mel,
por meio da analise do perfil de compostos fendlicos e também da atividade sequestradora de
radical livre do mel. Foram identificadas e quantificadas as substancias 4-quinolona, acido
(2E, 4E)-abscisico e acido (2Z, 4E)-abscisico.

Mercés et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do mel produzido por
diferentes espécies de abelhas e verificaram que todos os tipos de mel avaliados apresentaram
acdo antibacteriana contra Staphylococcus aureus. O método de analise utilizado foi o teste de
difusdo em poco. O estudo sugere que o efeito de inibicdo de crescimento bacteriano ndo esta
relacionado somente ao efeito osmotico, visto que o mel foi mais efetivo contra as bactérias
do que uma solucéo de acgucar.

Além disso, Santos et al. (2012) avaliaram a eficacia do mel na cicatrizacao de feridas
em ratos da raca Abissinia. Com o estudo, os pesquisadores puderam comprovar que o mel
apresenta acdo cicatrizante, estimulando a formacéo de tecido de granulacéo e reepitelizacéo.

Algumas caracteristicas apresentadas pelo mel o tornam eficaz contra alguns

microrganismos, como por exemplo, podemos citar alta pressdo osmotica (85-95% de acgucar)
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pela baixa atividade de &gua, pH baixo devido a presenca de acidos organicos, especialmente
acido gluconico, presenca de perdéxido de hidrogénio (acdo da enzima glicose oxidase), baixo
teor de proteinas, baixo potencial redox (presenca de agUcares redutores), presenca de agentes
quimicos, tais como, lisozima, &cidos fenolicos, pinocembrina, terpenos, alcool benzilico e
substancias volateis (SILVA et al., 2017). O baixo pH do mel exerce um papel importante
durante a armazenagem por influenciar sua estabilidade (SILVA et al., 2014).

As abelhas transformam o néctar em mel com o auxilio de algumas enzimas e, durante
a producdo, alguns microrganismos também s&o incorporados ao mel. A bactéria
Gluconobacter oxydans foi isolada do mel mantendo-se viva no pH de 5,0 e no pH de 2,0
durante trés horas, obteve-se uma taxa de sobrevivéncia de 50%. Também mostrou-se
resistente a acdo dos sais biliares. Desta forma, Gluconobacter oxydans é capaz de sobreviver
ao ambiente hostil do trato digestivo superior, chegando ao intestino em condicdes de
colonizacédo (SILVA et al., 2017).

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de Andlise de Alimentos,
Microbiologia de Alimentos e Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas
Gerais — Campus Rio Pomba. O experimento foi conduzido em trés repeticdes e em duplicata.
O projeto foi submetido ao Comité de Etica do IF Sudeste-MG, e os participantes da pesquisa

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.1. Cultivo do Kefir

O kefir foi obtido por doacdo e cultivado no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. O substrato escolhido para o cultivo dos
grdos de kefir foi o leite UHT integral, e a fonte de prebiotico testada foi o mel, ambos
obtidos no comércio local. A ativacdo dos grdos de kefir ocorreu conforme demonstrado na

Figura 1.
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Fonte: Adaptado de COSTA; ROSA, (2016).
Figura 1: Fluxograma da ativacdo dos graos de kefir.

Foi preparada uma solucdo de 50% m/v de mel, diluido em &gua destilada, submetida
a pasteurizacdo a 78°C/6 minutos em banho-maria para eliminacdo de patégenos, conforme
Macedo et al. (2008), sendo essa solucdo adicionada no kefir a fim de se obter os tratamentos
2, 3 e 4. Foram preparados quatro amostras: 1 - cultivo do kefir no leite sem adicdo de mel
(controle); 2 — cultivo do kefir no leite com adicdo de 1% de mel; 3 — cultivo do kefir no leite

com adicdo de 3% de mel; 4 — cultivo do kefir no leite com adicdo de 5% de mel (MACEDO

et al., 2008; USTUNOL, 2017).

O calculo da concentracdo de mel a ser adicionado em cada amostra foi feito da

seguinte maneira:
CiV1 =Cy V2
Em que:

Ci: concentragdo de mel na solucdo (50%)

Incubacéo da bebida 8° +
2 °C por 24h

l

Estocagem refrigerada 1° a
8°C

V1: volume desejado para cada concentragdo de mel a ser utilizada

Cz: concentragdo de mel a ser utilizado
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V2: volume de leite utilizado
Apbs os calculos, o volume da solugdo adicionada para as bebidas fermentadas
contendo 1, 3 e 5% de mel foi de 10, 30 e 50 mL, respectivamente.

4.2. Preparo da bebida com adig¢io de mel

Ao leite UHT integral foi acrescido o mel nas diferentes concentragdes avaliadas (1, 3
e 5%) e, em seguida as amostras foram homogeneizadas para posterior inoculacdo de 5% dos
grdos de kefir previamente ativados (Figura 1).

Apb6s 24 horas de fermentacdo, os grdos de kefir foram separados da bebida
fermentada com o auxilio de uma peneira e lavados com &gua destilada. A bebida fermentada
foi armazenada sob refrigeracdo (1 — 8 °C) durante 21 dias para analises posteriores. As
andlises foram realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de armazenamento, conforme proposto
por Carvalho, (2011).

4.3. Avaliacdo microbioldgica das bebidas fermentadas

Foram realizadas as seguintes analises: coliformes e E. coli a 30 e 45°C, estafilococos
coagulase positiva, Salmonella sp e contagem de microrganismos em agar MRS. Analises
microbiolégicas foram feitas nos quatro tratamentos para verificar a conformidade com os
padrdes de identidade e qualidade para kefir estabelecidos na Instrucdo Normativa n°46 do
MAPA (BRASIL, 2007).

4.3.1. Determinacd@o do Numero Mais Provavel de coliformes e identificacdo de E. coli

O Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes e E. coli a 35°C e 45°C foi

determinado conforme estabelecido por Kornacki; Johnson (2001).

4.3.2. Determinacdo de Salmonella sp.

A determinacdo de presenca/auséncia de Salmonella sp foi realizada em 25 gramas do
produto homogeneizados em 225 ml de caldo lactosado segundo metodologia descrita por
Andrews et al. (2001).
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4.3.3. Determinacéao de estafilococos coagulase positiva

A determinacdo de estafilococos coagulase foi realizada conforme metodologia
descrita por Lancett; Bennett (2001).

4.3.4. Contagem de microrganismos em agar MRS

Amostras de 25 g das bebidas fermentadas foram homogeneizadas em 225 mL de
solugdo salina peptonada (0,85 % de NaCl e 0,1 % de peptona) obtendo-se a diluicdo 107
Posteriormente, foram realizadas diluigdes seriadas. A contagem de microrganismos foi
realizada utilizando-se 4gar DeMan, Rogosa & Sharpe-MRS. A quantidade de 1 mL de cada
diluicdo das amostras foi inoculada em placas de Petri adicionando-se, em seguida, 0 meio
MRS (plagueamento em profundidade). Apds a completa solidificacdo do agar, as placas
foram incubadas invertidas a 37 °C durante 72 horas em atmosfera microaerofila, utilizando-
se jarras de anaerobiose. Na sequéncia, foram contadas as placas que apresentaram 25 a 250
colénias (RICHER; VEDAMUTHU, 2001).

4.4. Caracterizacdao fisico-quimica das bebidas fermentadas

As analises fisico-quimicas de pH e acidez das bebidas fermentadas (KP, K1, K3, K5)

foram realizadas nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias, em duplicata e em trés repeticoes.

4.4.1. Determinacédo de pH

A determinacdo de pH foi realizada conforme Zenebon; Pascuet; Tiglea (2008), sendo
utilizados 100 mL de cada amostra e transferidos para béqueres distintos. Em seguida, o
eletrodo do potenciémetro (previamente calibrado com solucdes tampdo com pH 4 e 7) foi
introduzido para a realizacdo da leitura. Ao final de cada anélise, o eletrodo foi lavado com

agua destilada e seco com papel macio.
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4.4.2. Determinagéo da acidez em acido latico

Conforme Zenebon; Pascuet; Tiglea (2008), foram utilizados 10 mL de cada amostra
que foram transferidos para um béquer de 50 mL. Posteriormente, foram adicionados com o
auxilio de pipeta graduada, aproximadamente 10 mL de &gua destilada e misturada com
bastdo de vidro. Em seguida, foram adicionadas 5 gotas da solucdo de fenolftaleina e titulada
com uma solugdo de hidroxido de sédio 0,1 M, utilizando bureta de 25 mL, até o
aparecimento de uma coloracéo résea.

O célculo foi feito de acordo com a equacao:

Vxfx0,9

B = g de acido latico/100 mL do produtom/v

Em que:

V = n° de mL de solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M gasto na titulagédo
P =n° g ou mL da amostra

0,9 = fator de converséo para o &cido lactico

f = fator de correcédo da solucao de hidroxido de sédio 0,1 M

4.5. Simulacéo in vitro das condicGes gastrointestinais

A metodologia adotada para simulacéo in vitro foi a de Bedani; Rossi; Saad (2013).
Para dar inicio ao estudo in vitro, procedeu-se o preparo de solugcdes de acido cloridrico (HCI)
1 N e hidroxido de sodio (NaOH) 1N. A simulacéo in vitro foi realizada com as amostras de
kefir puro (KP) e kefir com 3% de mel (K3) nos tempos 0, 7 e 14 dias. Para a simulacdo da
fase gastrica (FG) partiu-se de uma diluicdo 10 das amostras em solugdo salina a 0,85%,
sendo retirado aliquotas de 10 mL, transferidos para frascos estéreis de 100 mL para ajuste de
pH. Foi adicionado HCI 1 mol.I* para que o pH fosse ajustado de 2,3 — 2,5. Aos frascos
foram adicionadas 3 g.L™ pepsina (isolada de mucosa gastrica de porco, Sigma-Aldrich) e 0,9
mg.L? de lipase (Amano lipase G, isolada de Penicillium Camemberti, SigmaAldrich). Logo
apos a adicdo das enzimas, os frascos foram submetidos a incubacdo em shaker sob agitacéo a
150 rpm durante 2 horas a 37 °C. Ao final do periodo de incubacdo foi realizado
plaqueamento em profundidade em &gar MRS a fim de verificar a viabilidade dos
microrganismos do produto. As placas foram incubadas em condi¢Oes de anaerobiose a 37 °C
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por 72 h. Os resultados das contagens em placa foram expressos em log UFC.mL™. Os frascos
que ndo foram plagueados seguiram para a simulacdo da fase entérica | (FE 1), sendo o pH
ajustado para 5,5 — 5,7, utilizando-se solu¢éo tampdo pH 12; 14 g de NaH2PO4. 2H>0 (Vetec,
Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) contendo bile (bile bovina, Sigma-Aldrich) e
pancreatina (pancreatina isolada de pancreas de suino, Sigma-Aldrich), na propor¢do de 10,0
g.L? e 1,0 g.L?, respectivamente. Os frascos foram submetidos a incubacdo em shaker sob
agitacdo a 150 rpm durante 2 horas a 37 °C e ao término do periodo de incubagdo procedeu-se
novamente o plaqueamento em profundidade nas mesmas condicGes citadas para a FG. Os
frascos restantes foram submetidos a simulagdo da fase entérica Il (FE 11). O pH foi ajustado
para 6,4 — 6,5 utilizando a mesma solucdo alcalina contendo bile (10,0 g.L™?) e pancreatina
(1,0 g.Lh). Os frascos foram mantidos sob incubagdo nas mesmas condigGes citadas para as

fases anteriores e plagueadas também sob as mesmas condicdes.

4.6. Avaliacao da aceitacao sensorial

A avalicdo da aceitacdo sensorial foi realizada utilizando escala heddnica de nove
pontos conforme metodologia descrita por Minim (2013). Foram analisados 0s seguintes
atributos: impressdo global; coloracdo; aroma; consisténcia; acidez e sabor. As amostras
escolhidas para a avaliagdo foram aquelas que apresentaram melhor contagem de
microrganismos em agar MRS, sendo 0s mesmos tratamentos utilizados para o teste in vitro.
Foram recrutados cinquenta julgadores ndo treinados. O teste de aceitacdo foi realizado no
Laboratorio de Analise Sensorial do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. Apds assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2), os julgadores foram conduzidos as
cabines individuais onde receberam amostras devidamente codificadas, copo com agua para
lavagem da boca (papilas gustativas) e fichas com a escala hed6nica para preenchimento. Os
julgadores foram devidamente orientados acerca das condi¢bes para realizacdo do teste e

preenchimento da escala heddnica.
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4.7. Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em trés repeticdes, sendo as analises fisico-
quimicas, microbiolégicas e viabilidade das amostras realizadas em duplicata. O ensaio in
vitro de simulagdo das condi¢fes gastrointestinais foi realizado em triplicata. Para as analises
fisico quimicas (pH e acidez), o experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) em esquema fatorial 4 x 4 (amostras x tempo). O experimento de
viabilidade foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 4
X 4 (microrganismos x tempo). O estudo da simulag&o in vitro do TGI foi conduzido em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 3 x 3 (amostras, fases
e tempo) utilizando-se o software R 3.2.5 (R Core team, 2015) com o pacote ExpDes.pt.

A analise sensorial foi realizada com 50 provadores ndo treinados e os resultados
foram analisados por Delineamento em Blocos Casualizado (DBC). Os resultados foram
avaliados por meio de analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando software Sisvar 5.6.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo microbioldgica das bebidas fermentadas

Os resultados obtidos na 12 repeticdo mostraram uma inadequacdo quanto ao NMP de
coliformes totais e termotolerantes, por ndo atenderem aos valores estabelecidos na RDC n°
12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001). A partir dessa analise, 0
kefir foi mantido sob fermentacdo no mesmo substrato (leite) sem filtracdo dos grdos durante
14 dias, a fim de acidificar o meio e consequentemente diminuir o NMP de coliformes totais e
termotolerantes, uma vez que o &cido latico possui efeito inibitério sobre os microrganismos
patogénicos e deteriorantes (MAGALHAES et. al., 2011) e, a presenca de alguns compostos
inibitérios no kefir como, bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, e &cidos organicos, podem
influenciar na morte de microrganismos patogénicos (SILVA et. al., 2009). Apds esse
periodo, a partir de novas analises, constatou-se que a bebida fermentada encontrava-se de
acordo com os padrfes seguros para consumo humano conforme estabelecido na legislacéo
(BRASIL, 2001).
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A RDC n° 12 (BRASIL, 2001), estabelece o limite maximo de 10 UFC.g* para
coliformes a 45 “C em leite fermentado e auséncia de Salmonella sp. em 25 g para bebidas
lacteas fermentadas. Tais valores garantem a seguridade microbiol6gica do produto.

No presente estudo verificou-se contagem < 3,0 x 10 NMP.g* para coliformes totais e
E. coli e auséncia de Salmonella sp. em 25 g das amostras analisadas, indicando que estes
estavam aptos para consumo humano.

A legislagcdo ndo preconiza valores para coliformes a 35 °C em leites fermentados,
porém a presenca desses microrganismos pode indicar condigcdes higiénicos-sanitarias
deficientes, colocando em risco a salude do consumidor (MENEZES; ALEXANDRINO,
2014).

Em relacdo a viabilidade do microrganismos em agar MRS (Figura 2), ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras ao longo do tempo. Observou-se
comportamento similar entre as amostras com 1 e 5% de mel. A contagem inicial
aproximadamente 8,0 Log UFC.g? mantendo-se até o 14° dia de analise, e no 21° dia, a
contagem foi de aproximadamente 7,3 Log UFC.g*. Em relagdo ao kefir puro, observou-se
que no 7° dia de armazenamento houve reducdo na viabilidade de 1 ciclo Log, e com 21 dias
de armazenamento, a contagem foi de aproximadamente 7,35 Log UFC.g™. A amostra com
3% de mel foi de aproximadamente 8,00 Log UFC.g* para 8,83 Log UFC.g* aos 7 dias de
armazenamento, porém, aos 14 e 21 dias apresentou comportamento similar aos demais

tratamentos, reduzindo sua contagem em aproximadamente 1 ciclo Log.
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Figura 2- Viabilidade de microrganismos em dgar MRS em kefir puro e adicionado de mel com 0, 7,

14 e 21 dias de armazenamento.

Mc Cann; Fabre; Day (2011) sugerem que a diminui¢do do pH e o aumento da acidez
inibem o crescimento de bactérias laticas durante o armazenamento, o que foi observado nas
amostras com 1, 3 e 5% de mel, que apresentaram aumento de acidez com o passar do tempo
(Tabela 4).

Resultado similar a este estudo foi relatado por Bau; Garcia; Ida (2014) ao avaliarem a
viabilidade de bactérias laticas de uma bebida probidtica de soja fermentada com kefir. Apos
28 dias de armazenamento, verificaram uma queda na viabilidade em cerca de 2 ciclos Log
bem como diminuicdo do pH e aumento da acidez.

Carvalho (2011) ao avaliar o efeito do método de producdo na vida de prateleira de
amostras de kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento, verificou que a contagem de
bactérias laticas apresentou diferenca estatistica entre uma das amostras avaliadas no 2°e 7°
dias de estocagem, quando houve reducdo da contagem. Porém ao final do periodo, todas trés
amostras de kefir tradicional avaliadas apresentaram contagens de bactérias laticas de
aproximadamente 8,00 Log UFC. mL™.

Corona et al. (2016), ao avaliarem sucos de frutas e vegetais fermentados com kefir de
agua, verificaram que ap6s 48 horas de fermentagdo a 25 °C a contagem de lactobacilos

encontrava-se entre 7,0 e 8,3 Log UFC/mL.
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5.2. Caracterizagdo fisico-quimica das bebidas fermentadas

As amostras ndo diferiram entre si (p<0,05) quanto aos valores de pH e acidez (Tabela
5). Quanto ao pH ndo houve interferéncia significativa do tempo de armazenamento (p>0,05).
Ja para a acidez, as amostras de kefir com 1 e 3% de mel apresentaram maior acidez (p<0,05)
apos 21 dias de armazenamento enquanto que a amostra com 5% de mel apresentou aumento
de acidez a partir de 14 dias de maturacdo (p<0,05), indicando que o mel interfere na acidez
do produto com o passar do tempo. Para o kefir puro, a acidez ndo foi afetada com o tempo.

Em relacdo ao estabelecido pela legislacdo para acidez (BRASIL, 2007), verificou-se
que apenas o kefir puro e kefir com 3% de mel no tempo zero estavam de acordo com o

determinado, apresentando valores de acidez <1,0% (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados de pH e acidez das amostras de kefir puro e adicionado de 1, 3 e 5% de
mel ao longo de 21 dias de armazenamento.
pH/tempo (dias)

Tratamentos 0 7 14 21

Kefir puro 4,28+0.52Aa  3,79+0.39Aa  3,58%0.47Aa 3,63+0.35Aa
Kefir com 1% mel 4,23+0.73Aa  3,66+0.22Aa  3,47+0.27Aa 3,40+0.20Aa
Kefir com 3% mel 4,26+0.60Aa  3,68+0.37Aa  3,45%0.36Aa 3,52+0.28Aa
Kefir com 5% mel 4,13+0.66Aa  3,57+0.20Aa  3,43%0.21Aa 3,38+0.18Aa

acidez/tempo (dias)

Tratamentos 0 7 14 21

Kefir puro 0,83£0.23Aa  1,33+0.47 Aa  1,56%0.75 Aa 1,67+0.86 Aa
Kefircom 1% mel  1,03+0.35 Aa  1,36+0.35 Aab 1,86+0.23 Aab  1,97+0.50 Ab
Kefircom3% mel  0,96+0.46 Aa 1,50+0.52 Aab 1,78+0.62 Aab  1,93+0.71 Ab
Kefircom5% mel  1,06+0.40 Aa 1,66+0.40 Aab 1,96+0.40 Ab 2,03+0.51 Ab

Padréo <1,0%

(Brasil, 2007)
" Letras maiGsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p>0,05) entre
as amostras e letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa entre

as amostras ao longo do tempo.
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Weschenfelder et al. (2011) ao analisarem as caracteristicas fisico-quimicas e sensorial
de kefir tradicional e derivados provenientes da fermentacdo de gréos de kefir com diferentes
concentragdes de leite, verificaram que houve diferenca significativa nos valores de pH. A
fermentac&o do kefir no leite se deu em 24 ha 25 °C e a maturagdo em 6 dias a 7 °C. A média
dos valores de pH encontrados variaram de 3,60 a 3,79. Em relacdo a acidez (°D), os autores
verificaram que houve diferenga entre as amostras analisadas. A média dos valores
encontrados variou entre 141,95 a 266,98. De acordo com os autores os valores de acidez
encontrados ficaram acima do que é estabelecido pela legislagdo.

Leite et al. (2013) ao analisarem as caracteristicas fisico-quimicas do kefir fermentado
em leite apos as 24 horas de fermentacdo até 28 dias de armazenamento, verificaram que 0s
valores do pH declinaram progressivamente enquanto os valores de acidez aumentaram
durante a estocagem. Como consequéncia da producdo de acidos, o pH que inicialmente era
de 6,55, ao final do periodo de andlise chegou a 4,31. Nas primeiras 24 horas ap0s a
fermentacdo, a producéo de acido latico foi de 7,38 mg/L, enquanto que no final do periodo
de estocagem, 28 dias, a producéo de acido latico foi de 9,54 mg/L.

Campolina et al. (2017) avaliaram os valores de pH e acidez de antepastos funcionais
produzidos com kefir e sementes de chia. Os antepastos foram produzidos com sabor de
frango e diferentes concentracbes de sementes de chia (0%, 10% e 20%). Ao final das
andlises, concluiram que os valores de pH nédo diferiram estatisticamente entre as amostras.
Da amostra com 0% de semente de chia foi obtido o valor de pH de 4,59, enquanto que as
amostras contendo 10 e 20% de semente de chia apresentaram os valores de pH de 4,54 e
4,56, respectivamente. Quanto a acidez, apenas a amostra contendo 20% de semente de chia
diferiu estatisticamente das demais, sendo que os valores de acido latico obtidos para as
amostras 0%, 10% e 20% foram respectivamente 1,5%, 1,28% e 1%.

Estudo realizado por Magalhdes et al. (2011) avaliou a estrutura, comunidades
microbianas e composicdo quimica de grdos de kefir brasileiro. Verificou-se que apds 24
horas de fermentacdo dos grdos no leite pasteurizado, o valor de pH passou de 6,61 (leite)
para 4,42 (bebida fermentada). Quanto a acidez, a mesma passou de 26°D (leite) para 93°D
(bebida fermentada).

Karaca et al., (2017) avaliaram dentre outras caracteristicas, a composicao fisico-
guimica de manteiga produzida com kefir. As analises foram realizadas no primeiro e 21° dias
de armazenamento. A amostra de manteiga produzida com kefir apresentou os valores de pH

de 4,78 e 4,12 no primeiro e 21° dia, respectivamente.
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5.3. Viabilidade de microrganismos em &agar MRS ap6s simulacdo in vitro das

Condigdes Gastrointestinais

Em relacdo a viabilidade de microrganismos em agar MRS apds simulacdo das
condicOes gastrointestinais (Figura 3), observou-se que o KP e K3 apresentaram diferenca
significativa na viabilidade de bactérias laticas e leveduras (p<0,05) antes e ap6s a submissao
da bebida as condicbes gastricas (FG) no tempo zero, sendo a contagem inicial de
aproximadamente 8,0 Log UFC.g*, reduzida a aproximadamente 6,00 Log UFC.g* apos a
fase entérica 1l (FE2). Nos tempos subsequentes de estocagem, 7 e 14 dias, para KP e K3
verificou-se um decréscimo na viabilidade dos microrganismos, com contagens préximas a
5,0 Log UFC.g. Como a porcéo diaria minima de microrganismos probidticos viaveis que
devem ser ingeridos para efeitos terapéuticos ¢ de 108 a 10° UFC.g* (BRASIL, 2008; FAO,
2001; SAAD, 2006), o consumo de 100 g diarias pode suprir as necessidades do consumidor
logo apos o preparo do produto.

Observou-se neste estudo que a contagem inicial de lactobacilos do kefir em todos
quatro tratamentos estavam de acordo com o estabelecido pela legislacao brasileira (BRASIL,
2007) onde o minimo exigido é de 10" UFC/g.

F, 48=14.3 p=0,000001
Amostra: KP ‘ Amostra: K3

Log UFC/g

W, OO0 O N O O O
i ce

/

ra e

S

i

/

0 7 14 0 7 14 (dias)
Fases: © VIAB o FG © FE1 Al FE2

Figura 3. Sobrevivéncia de bactérias laticas e leveduras presentes no kefir puro (KP) e no
kefir com 3% de mel (K3) durante 14 dias de armazenamento sob refrigeracdo a 8
°C em B.O.D. As barras brancas representam a viabilidade (VIAB.) da bebida sem
ser submetida a simulacdo do trato gastrointestinal, seguida pelas barras que
representam a fase gastrica (FG), fase entérica 1 (FE1) e fase entérica 2 (FE2).
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Fernandes et al. (2017) reportaram um comportamento similar ao analisarem extrato
de soja fermentado com kefir. Apds a simulagdo das condigBes gastrointestinais, a bebida
fermentada apresentou contagens bacterianas de aproximadamente 4,0 Log UFC.g™.

Resultado semelhante foi obtido por Bengoa et al. (2018) ao analisarem a
sobrevivéncia de estirpes de Lactobacillus paracasei isolados do kefir, apds simulacdo das
condicdes gastrointestinais. Em todas as cinco estirpes de L. paracasei avaliadas, a etapa mais
critica foi a simulacdo gastrica, onde em todos os casos a viabilidade foi reduzida
significativamente (p<0,05) apresentando decréscimo de pelo menos 1,5 ciclos Log.

Estudo in vivo realizado por Toscano et al., (2017), acerca da capacidade de
Lactobacillus kefiri colonizar e modificar a microbiota intestinal de individuos saudaveis,
verificou que ap6s um més de administracdo de L. kefiri, 0 mesmo pdde ser recuperado das
fezes de todos os individuos participantes, com uma carga bacteriana de 10%-10° UFC/g de
fezes. Ressalta-se que a administracdo inicial se deu na forma de suspensédo (5 gotas), a qual
continha 10'° UFC, ou seja, ndo houve processo prévio de fermentacdo. Os autores
observaram ainda que houve alteracdo nos principais filos constituintes da microbiota
intestinal ao final do estudo. Apés analise de todos os resultados obtidos, concluiram que L.
kefiri possui alta capacidade de colonizacéo intestinal.

Neste estudo, observou-se que o K3 apresentou aumento na viabilidade em relacdo ao
KP apenas na FG aos 14 dias de armazenamento. Ndo houve diferenca significativa na
viabilidade apos simulacdo da FE Il entre as amostras nos diferentes tempos, sugerindo que a
adicao de 3% de mel ndo exerceu efeito prebiotico ao kefir.

Resultado diferente foi obtido por Shamala et al. (2000), em que apos estudo in vivo, a
fim de verificar o efeito estimulador do mel sobre o crescimento das bactérias acido laticas,
concluiram que o mel apresentou efeito prebidtico sobre as mesmas, aumentado a contagem
em até 5 ciclos Log dependendo da estirpe analisada. Sob a mesma perspectiva, Fiorda et al.
(2016) concluiram que o mel apresenta um bom potencial para a producdo de bebidas
probidticas, sendo capaz de aumentar a viabilidade de bactérias acido laticas. Estudo realizado
por Macedo et al. (2008) sobre o efeito prebiotico do mel sobre o crescimento e viabilidade de
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. em leite, verificou que o maior nimero de células
viaveis de L. casei-01 e L. casei shirota (>9,0 Log UFC.mL™) foi observado nos cultivos
contendo mel. O niumero de células viaveis de L. acidophilus, aos 46 dias de cultivo em mel
foi significativamente maior que nos controles. Riazi; Ziar (2012), reportaram em seu estudo

que em culturas associadas de estirpes de Bifidobacterium e Lactobacillus bulgaricus a
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concentracdo de 5% de mel teve ao mesmo tempo efeito estimulatorio sobre as bifidobactérias
e inibitorio sobre os lactobacilos.

Likotrafiti et al. (2015) em seu estudo in vitro, avaliaram a resisténcia a condigdes
acidas e aos sais biliares de Lactobacillus kefiri, isolado de gréos de kefir e verificaram que L.
kefiri B6 ndo foi afetado pelos sais biliares, sendo que as contagens mantiveram-se estaveis

em aproximadamente de 6,4 Log UFC. mL por 6 h.

5.4. Avaliagdo da aceitagdo sensorial

As amostras de kefir puro e kefir com 3% de mel apresentaram a mesma aceitacao

sensorial (p>0,05) para os atributos avaliados (Tabela 5).

Tabela 5 — Médias dos atributos sensoriais das amostras.

Atributos sensoriais

Tratamentos Tempo Sabor Textura Aroma Impressao
(dias) Global
Kefir puro 0 4,46+2.04 6,48+2.03 5,34+2.06 5,36+2.04
7 4,16+2.17 5,70+£1.92 4,66+£1.97 5,04+1.91
Kefir com 3% 0 4,68+1.99 5,76%2.03 6,14+2.27 5,60+1.92
mel 7 4,62+1.75 5,94+1.85 5,44+2.12 5,68+1.63

Verificou-se baixa aceitacdo sensorial da bebida avaliada através da escala hedonica
de 9 pontos. No presente estudo foi possivel visualizar que as pontuac6es variaram entre 4, 5
e 6, 0 que na escala hedbnica significa desgostei ligeiramente, indiferente e gostei
ligeiramente, respectivamente. Tal fato se deu provavelmente pela acidez e pela auséncia de
adicao de acUcar, constatado pela informacédo adicional de alguns julgadores. Além disso, uma
possivel explicacdo para a baixa pontuacdo seria o fato de ndo haver habito em consumir
bebidas com um sabor mais acido e ndo adocicado. Resultado similar foi obtido por Puerari;
Magalhaes; Schwan (2012), ao analisarem a aceitacdo sensorial de uma nova bebida a base de
cacau fermentada com gréos de kefir em diferentes condi¢bes de tempo e temperatura. Os
autores constataram que a bebida foi bem aceita, exceto a bebida fermentada durante 48 e 72

h a 25 °C, devido ao sabor acido.
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Corroborando com o apresentado no presente estudo, Garcia et al. (2017) ao
avaliarem a aceitabilidade de kefir sugeriram que acidez elevada e auséncia de sacarose
podem interferir negativamente na aceitacdo do produto.

Por outro lado, Viana et al. (2017) ao avaliarem a aceitagdo sensorial de vinagre de
maca produzido a partir da fermentacdo de graos de kefir, verificaram que o produto foi bem
aceito. A analise compreendeu amostras de vinagre de maca cultivadas com 10 e 20% de kefir
e amostras de vinagre de magd comercial. N&do foram identificadas diferencas significativas
entre todas as amostras de vinagre.

Rocha et al. (2014), avaliaram sensorialmente “labneh” produzido com kefir. O
produto teve boa aceitacdo considerando os atributos aparéncia, sabor, textura e impressao
global, diferente do que foi observado no presente estudo.

Estudo conduzido por Nogueira et al. (2016), no qual avaliou-se a aceitagdo sensorial
de bebida produzida com grdos de kefir e polpa de acai, ndo encontraram diferenca
significativa para os atributos cor, sabor, textura, docura e impressao global entre as amostras.
Resultado semelhante pdde ser verificado no presente estudo em que as amostras foram

igualmente aceitas.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados verificou-se que o mel ndo exerceu efeito prebidtico para os
microrganismos do kefir. Uma possivel explicacdo poderia estar relacionada as caracteristicas
fisico-quimicas do mel, como alta pressdo osmética, baixa atividade de &gua, baixo pH,
presenca de peroxido de hidrogénio, dentre outros.

Em relacdo a qualidade microbioldgica das bebidas fermentadas, observou-se que
todas estavam dentro dos padrdes de qualidade exigidos pela legislacdo vigente, encontrando-
se, portanto, seguras para consumo humano.

Para pH e acidez foi possivel verificar que de acordo com o que é estabelecido pela
legislagdo as bebidas fermentadas de kefir puro e kefir com 3% de mel no tempo zero
encontravam-se dentro das determinacGes. No presente estudo, a diminui¢do do pH e acidez
no decorrer do periodo de estocagem foi condizente com o observado por outros autores.

A viabilidade dos microrganismos de kefir em dgar MRS foi satisfatoria em todas as
amostras avaliadas principalmente no tempo zero, que seria o tempo ideal para consumo da
bebida em se tratando de producédo caseira. Aliado a isso, os resultados obtidos no ensaio in
vitro simulando as condicGes gastrointestinais vém salientar que 0s microrganismos presentes
no kefir sdo capazes de resistir as condi¢cGes adversas do trato gastrointestinal humano,
chegando em ndmero e condi¢des vidveis no intestino humano, fato esse que poderia
viabilizar uma possivel colonizacdo intestinal. Para verificar a colonizacdo intestinal e
exercicio de efeitos benéficos esperados ao hospedeiro seriam necessarios outros estudos
comprobatdrios.

Houve baixa aceitacdo sensorial do produtos devido ao sabor acido aliado a auséncia
de adicdo de acUcar, visto que, a baixa concentracdo de mel ndo foi capaz de suprir tal
caracteristica sensorial.

Por ser uma bebida de baixo custo, alto valor nutricional, probiotica (efeito relatado
por outros autores) e de facil acesso pela populacéo, faz-se necessario outras pesquisas com

kefir, especificamente sobre seu comportamento no trato digestivo humano.
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8. ANEXOS

ANEXO 1-TABELA TESTE TUKEY

Tukey HSD test; variable Log (In vitro) Homogenous Groups, alpha = ,05000 (Non-Exhaustive
Search) Error: Between MS =,09827, df = 48,000

(N:i" Amostra Tempo | Fase Nigﬂ 112|3|4al5|6|7]8]9]| 10

12 KP 14 FE2 4,292400| a

8 KP 7 FE2 4,454479 a | b

20 K3 7 FE2 4,609602( a | b

19 K3 7 FE1 4,689781| a | b

23 K3 14 FE1 4,833304| a|b|c

15 K3 0 FE1 4986268/ a|b|c|d

24 K3 14 FE2 50290112/ a|b|c|d|e

18 K3 7 FG 5175809/ a|b|c|d|e

7 KP 7 FE1| 5,301230 blc|d|e

3 KP 0 FE1| 5,371293 blc|d|e

11 KP 14 FE1| 5,371293 blc|d|e

4 KP 0 FE2 5,718133 cld|e

14 K3 0 FG 5,858574 dle|f

16 K3 0 FE2 5,899476 dle|f

10 KP 14 FG 5,958043 dle|f

2 KP 0 FG 5,983614 e|f

6 KP 7 FG 6,835697 flg

5 KP 7 VIAB 7,270525 g|h

9 KP 14 VIAB 7,736171 glhli
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22 K3 14 FG 8,052379
13 K3 0 VIAB 8,236423
1 KP 0 VIAB 8,341083
17 K3 7 VIAB 8,495347
21 K3 14 VIAB 8,943101
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ANEXO -2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa “Efeito
prebidtico do mel na viabilidade de lactobacilos presentes no kefir apos simulagdo in
vitro das condicoes gastrointestinais”. Nesta pesquisa, pretendemos Verificar o potencial
prebidtico do mel na viabilidade de lactobacilos presentes no kefir e avaliar a resisténcia
dos microrganismos contidos no produto simulando condic¢des gastrointestinais in vitro.
O motivo que nos leva a pesquisar esse assunto é devido aos beneficios encontrados no
kefir e no mel, portanto, h& necessidade de estudos que combinem esses alimentos, além
de verificar a viabilidade dos microrganismos presentes no kefir combinado com mel e a
resisténcia destes a passagem no trato gastrointestinal, objeto de estudo desta proposta.
Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): O presente estudo sera
desenvolvido nos Laboratdrios de Analise de Alimentos, Microbiologia de Alimentos e
Andlise Sensorial do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituto
Federal de Educacgdo Ciéncia eTecnologia do Sudeste de Minas Gerais — Campus Rio
Pomba (IF Sudeste MG — Campus Rio Pomba).

Kefir serd obtido por doacdo. Apds obtencdo, sera cultivado no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. O substrato
escolhido para o cultivo dos grdos de kefir sera o leite integral UHT, e a fonte de
prebiotico testada sera o mel, sendo que o leite e 0 mel serdo obtidos do comércio local.
A ativacdo dos grdos de kefir ocorrera da seguinte forma: Serdo inoculados 5% dos
graos de kefir em leite UHT deixando-se fermentar durante 18/24 horas. Em seguida os
grados serdo separados da bebida, utilizando-se uma peneira e lavados com &gua
destilada. A bebida produzida sera armazenada sob refrigeracéo (4 a 8°C) e os graos
que foram separados poderdo ser utilizados para uma nova inoculacdo. Serdo
preparados quatro tratamentos: 1 - cultivo do kefir no leite sem adicdo de mel
(controle); 2 — cultivo do kefir no leite com adicéo de 1% de mel; 3 — cultivo do kefir no
leite com adicdo de 3% de mel; 4 — cultivo do kefir no leite com adicéo de 5% de

mel. Sera preparada uma solucdo de 50% p/v de mel, diluido em agua destilada, que
serd submetida a pasteurizacéo a 78°C/6 minutos em banho - maria para eliminacao de
patogenos. Analises microbioldgicas serdo feitas nos quatro tratamentos para verificar
se atendem aos padrodes deidentidade e qualidade para kefir estabelecidos na legislacao
brasileira. Ao leite integral UHT sera acrescido o mel nas diferentes concentracdes a
serem avaliadas (1, 3 e 5%), em seguida os tratamentos serdo homogeneizados para
posterior inoculacdo de 5% dos graos de kefir previamente ativados . Apos as 24 horas
de fermentacdo os grdos de kefir serdo separados da bebida produzida dos quatro
tratamentos utilizando-se uma peneira e lavados com &gua destilada. A bebida
probidtica sera armazenada sob refrigeracéo (8°C) durante 21 dias. As analises fisico-
guimicas e microbioldgicas serdo realizadas nos tempos 0, 7, 14, 21. Serdo realizadas as
seguintes analises microbioldgicas: coliformes a 30 e 45°C , estafilococos coagulase
positiva, Salmonella sp e contagem de bactérias laticas. Serdo realizadas analises fisico—
guimicas nos quatro tratamentos propostos no estudo e ainda simulacdo in vitro das
condicges gastrointestinais. Sera feita a analise sensorial por meio da aplicacdo da escala
hedbnica de nove pontos a 5% de probabilidade. Serdo avaliadas as amostras dos quatro
tratamentos produzidos, com a finalidade de verificar qual concentracdo de mel
apresentara maior aceitabilidade pelos provadores. Serdo recrutados pelo menos oitenta
julgadores néo treinados. O teste de aceitacdo sera realizado no Laboratério de Analise
Sensorial do IF Sudeste MG/Campus Rio Pomba. Os julgadores serdo conduzidos as
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cabines individuais onde receberdo amostras devidamente codificadas, copo com &gua
para lavagem da boca (papilas gustativas) e fichas com a escala hed6nica para devido
preenchimento. Os julgadores deveréo ser devidamente orientados acerca das condic6es
para realizacdo do teste e preenchimento da escala hedonica. Serdo analisados os
seguintes atributos: impressédo global; coloracdo; aroma; consisténcia; acidez e sabor.
Os dados obtidos serdo submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparagdo das
médias, pelo teste de Tukey. Para participar desta pesquisa, vocé ndo terd nenhum
custo, nem receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam
identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado 0
direito a indenizacdo. Vocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar e podera retirar seu consentimento ou
interromper sua participacdo a qualquer momento. Sua participacédo é voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma
como é atendido (a) pelo pesquisador. Sua identidade serd tratada com padrdes
profissionais de sigilo e ndo serd identificado em nenhuma publicagdo. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em risco minimo, isto €, 0 mesmo risco

existente em atividades rotineiras. A pesquisa contribuird para a avaliagdo da
viabilidade intestinal de kefir, bem como avaliar se o produto final apresentara boa
aceitacdo sensorial. Os resultados desta pesquisa estardo a sua disposicdo quando
finalizada. O nome ou o material que indique sua participagdo néo seréa liberado sem a
sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5(cinco) anos, e apos esse tempo Serdo
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais,
sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra sera fornecida a
VOCé.

Eu, , portador(a) do
documento de lIdentidade , fui informado(a) dos objetivos do
presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a
gualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e modificar minha decisdo de
participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi
uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

, de de 20

Assinatura do(a) participante

Assinatura do(a) pesquisador(a)

CONTATOS DO PESQUISADOR RESPONSAVEL :

Nome:

Endereco:

CEP: .o | CIDADE - MG

Fone: (32) ...cocevveee

E-mail: .........

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar:
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