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RESUMO

O Kefir é um produto probidtico obtido a partir da fermentacdo dos graos de Kefir em leite e
composto por por diferentes cepas de microorganismos. Tem como beneficios: estimulagao
do sistema imune, regularizacdo do transito intestinal e reducéo de colesterol. O objetivo é
desenvolver e estudar a estabilidade de comprimidos probiéticos a base de kefir desidratado
por spray dryer em 3 faixas de temperatura (-20, 5 e 25°C). Foram realizadas analises fisicas,
fisico-quimicas e microbiol6gicas do produto e 0 mesmo manteve-se dentro do desejavel em
relacdo aos aspectos fisicos e fisico-quimicos por até 60 dias em todas as condi¢des de
temperatura avaliados e apresentou a seguinte composi¢cao (%om/m): 8,42+0,42 de umidade,
6,19+1,00 de lipideos, 18,58+0,93 de proteinas, 53,83+1,54 de carboidratos, 12,49+0,03 de
cinzas e 0,83+0,02 de acidez. N&do houve variacao consideravel nos aspectos fisicos: aspecto,
peso médio, dureza, dimensbes e desintegracdo). O aspecto limitante foi a estabilidade
microbioldgica. A contagem de bactérias laticas inicial dos comprimidos foi de 6,32 log UFC/g.
Os comprimidos mantidos em temperatura ambiente (25°C) apresentaram reducdo da
contagem de bactérias laticas a partir de 30 dias (4,24log UFC/g). Os comprimidos mantidos
em -20°C apresentaram reducdo da contagem de bactérias laticas a partir de 60 dias (5,29log
UFC/g). Os comprimidos mantidos em 5°C, ndo apresentam alteracéo significativa (p>0,05)
da contagem de bactérias laticas durante os 60 dias do estudo (5,34log UFC/g). Conclui-se
com este estudo que a melhor forma de armazenamento de comprimidos derivados de kefir

em pé atomizado € em temperatura de refrigeracéo (5°+3).
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ABSTRACT

Kefir is a probiotic product obtained from the fermentation of Kefir grains in milk and is
composed of different trains of microorganisms. Its main benefits are stimulation of the immune
system, regularization of intestinal transit and cholesterol reduction. The objective is to develop
a spray dryer dehydrated kefir tablets and study the stability of them about three different
temperatures (-20, 5 e 25°C). The product obtained from the fermentation was submitted to
drying in mini-spray dryer, physical, physical-chemistry and microbiological analyzes and
remained stable in relation to physical and physical-chemistry analyzes until 60 days at all
temperatures evaluated. The product showed (8,42+0,42)% of humidity, (6,19+1,00)% of
lipids, (18,58+0,93)% of proteins, (53,83+1,54)% of carbohydrate, (12,49+0,03)% of ashes and
(0,83+0,02)% of acidity. There wasn’t considerable variation in relation of physical analyzes:
aspect, average weight, hardness, friability, dimensions and desintegration. The limitant fator
was the microbiological stability. The inicial bacterial count was 6,32 log UFc/g. Tablets kept
at room temperature (25°C) showed a reduction of bacterial count from 30 days (4,24 log
UFC/g). Tablets kept at -20°C showed a reduction from 60 days (5,29 log UFC/g). Tablets kept
at 5°C, remained stable in relation of bacterial count for 60 days (5,34 log UFC/g). That study
concludes that the best condition to store the dehydrated kefir tablets, to extended stability, it's

in fridge temperature (5+3) °C.

Keywords: Kefir. Tablets. Spray dryer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Problema de pesquisa

O kefir € um alimento potencialmente probi6tico que tem origem histérica das
montanhas do Caucaso. Sua forma de apresentacdo mais comum é a de graos gelatinosos
que, quando inoculados em um meio de cultura como o leite, produz um leite fermentado
acidificado que € levemente carbonatado e contém pequena quantidade de 4alcool,
comumente chamado de kefir (ROSA et al.,, 2017) e composto por diferentes cepas de
microrganismos que incluem leveduras, bactérias &cido-laticas e acido-acéticas que estao
aderidos a uma trama de polissacarideos denominada Kefirano (ATALAR E DERVISOGLU,
2015). Muitos sdo os beneficios atribuidos ao consumo de Kefir, tais como melhora da
digestdo e tolerancia a lactose, inibicdo do crescimento de tumores e de microrganismos
patogénicos, regularizacdo do transito intestinal, reducdo de colesterol, inibicdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e modulacao do sistema imune, incluindo alivio de alergia
e asma. (GOLOWCZYC et al., 2011, ROSA et al., 2017, BOURRIE et al., 2016).

O kefir pode ser encontrado em diversos paises. No Brasil ainda ndo ha kefir nas
indastrias, mas o produto vem conquistando adeptos em varias regibes do pais. Sua
preparagdo se da em nivel artesanal, e resulta em um produto com uma série de
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbiol6gicas, se restringindo a algumas
familias que passam as amostras e a ela vao adicionando leite para a sua fermentacéo e
utilizacdo. O cultivo de kefir ndo é uma tarefa muito pratica diante da rotina da vida nas
grandes cidades. Muitos consumidores preferem produtos mais praticos e rapidos, sem abrir

mao da “saudabilidade”.

Mascarenhas (2012) avaliou a aceitacdo sensorial de bebida lactea a base de Kefir
em comparacao aos iogurtes comerciais e 0s resultados obtidos mostraram preferéncia ao
iogurte comercial nos quesitos, resultando em uma menor aceitagdo do Kefir. Este resultado
indica que o kefir pode ndo ter uma boa aceitacdo no mercado, porém, abre-se o campo para
o desenvolvimento de produtos versateis e alternativos com melhor aceitacdo junto aos

beneficios probiéticos do kefir.

Além da baixa aceitacdo e falta de praticidade, mencionadas anteriormente, outro
desafio € a manutencéo dos microrganismos vivos. A producéo industrial de probiéticos exige
gue estes microrganismos se mantenham estaveis e viaveis e desidratacao de kefir pode
aumentar o prazo de validade, reduzir custos de armazenamento, além de aumentar a

praticidade na comercializacéo e utilizacdo do produto.

A liofilizacdo tem sido a técnica mais utilizada para desidratacdo de microrganismos

(ATALAR; DERVISOGLU, 2015), mas é um processo muito caro, 0 que eleva o custo ao
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consumidor (ORDONEZ et al., 2005). Na industria de laticinios a secagem em spray dryer é
largamente empregada para a producdo de ingredientes lacteos com custos de
processamento comercialmente viaveis, apresentando custo de evaporacéao dez vezes inferior
ao processo de liofilizacdo (SCHUCK, 2013). Porém como € um método que utiliza
aguecimento, pode reduzir a viabilidade dos microrganismos. Desse modo, deve-se utilizar
de algumas estratégias para aumentar a sobrevivéncia dos microrganismos (PETROVIC et
al., 2007).

1.2. Justificativa

A elaboracdo e caracterizacdo de um comprimido a base de kefir se justifica pela
demanda de mercado por produtos inovadores, praticos e que atendam as necessidades de
saude da populacdo. Em uma pesquisa realizada pela FIESP/IBOPE (BRASIL
FOODTRENDS 2020, 2010) foram avaliadas as quatro principais tendéncias observadas para
o consumo de alimentos no Brasil. “Conveniéncia e Praticidade” é o quesito mais importante
para 34% da populagdo. O quarto quesito mais importante foi “Saudabilidade e Bem-estar”,
para 21% da populagéo. As tendéncias de “saudabilidade e bem-estar” originam-se na busca
de um estilo de vida mais saudavel. O consumo de Kefir desidratado representa
“Saudabilidade e Bem-estar”, além de “Conveniéncia e Praticidade” ao consumidor que nao
precisa realizar a fermentacdo caseira do produto. Com isso, observa-se que o suplemento

em forma de comprimidos possui grandes possibilidades futuras no mercado brasileiro.

O mercado global de suplementos alimenticios probidticos, de €4 bilhdes (US$ 4,30
bilhdes), teve um crescimento de 9% em 2016 e uma estimativa de crescimento de 38% entre
2016 e 2021. Além disso, o crescimento dos suplementos probiéticos ultrapassara todas as
outras categorias de suplementos alimentares. (MILK POINT, 2016) A crescente
conscientizagdo dos consumidores com relagdo a saude intestinal teve um importante papel

no crescimento desses ingredientes.

O relatério Global Industry Analysis, feito pelo Transparency Market Research (TMR)
destacou as areas de interesse para probitticos sao lacteos, cereais, produtos fermentados
de carne, alimentos desidratados, entre outros. “A demanda de probidticos para produtos
lacteos deveréd alcancar US$ 32,2 bilhdes em 2018, com uma taxa composta de crescimento
anual (CAGR) de 6,8% de 2013 a 2018”. (MILK POINT, 2013)

1.3. Objetivos

O objetivo deste trabalho é desenvolver e estudar a estabilidade de comprimidos a

base de kefir desidratado por spray dryer.

1.3.1 Objetivos Especificos
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1) Fermentar o kefir em leite deshatado em pé reconstituido.

2) Desidratar o produto obtido por spray dryer.

3) Comprimir o p6 de kefir.

4) Embalar a vacuo os comprimidos.

5) Fazer controle fisico-quimico e microbiol6gico dos comprimidos.

6) Estudar a estabilidade fisico-quimica e microbiolégica dos comprimidos.
2. Referencial teorico

Leite fermentado é o produto resultante da fermentagéo do leite por fermentos lacteos
proprios, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2007). Esse tipo de alimento
inclui produtos como iogurte, leite cultivado ou fermentado, leite acidofilo, kefir, kumys e
coalhada (BRASIL, 2000). Kefir € um leite fermentado, acido, levemente alcodlico, produzido
artesanalmente a partir de grados que contém uma populacgéo relativamente estavel de micro-
organismos (DIAS, 2016). O processo fermentativo gera uma série de compostos que
conferem sabor e aroma caracteristicos ao kefir, além de substancias bioativas, responséaveis

por propriedades nutracéuticas (AHMED et al., 2013).

O kefir é resultante da fermentacdo do leite com gréos de kefir ou de uma cultura
anterior preparada dos graos (“cultura mae”) (GARROTE et al., 1998). Comparado ao iogurte,
o kefir além de possuir uma escala maior e mais diversificada de micro-organismos viaveis
em sua cultura inicial, também apresenta um nivel de atividade da 3-galactosidase 60% mais
elevado, contribuindo para um aumento significativo da digestdo da lactose do leite
(HERTZLER & CLANCY, 2003).

Os graos de kefir sdo massas gelatinosas medindo de 3 a 35 mm de didmetro,
possuem uma aparéncia semelhante a couve-flor, apresentando forma irregular e coloracéo
amarelada ou esbranquicada. Nesta estrutura, existe uma associacdo simbidtica de
leveduras, bactérias acido-laticas, bactérias acido-acéticas, entre outros microorganismos,

envoltas por uma matriz de polissacarideos referidos como kefiran (OTLES e CAGINDI, 2003).

3

W

) “‘ 5 4

vi



XVI Jornada de Iniciacdo Cientifica e X Mostra de Iniciacdo Tecnoldgica - 2020

Figura 1. Producdo doméstica de kefir. (1) Separacdo dos gréos de kefir. (2) Adicao de leite
aos grdos em um frasco semi-tampado em temperatura ambiente para fermentagdo de 10 as 24h. (3)
Filtracdo e separacao dos graos. Possivel adicdo dos graos de kefir ao leite fresco para iniciar uma
nova fermentacéo (1,2). (4) O kefir pode ser refrigerado (4°C). (5) O kefir esta pronto para beber. Fonte:
Rosa et al., (2017).

O kefir € comumente fermentado em leite integral, mas o leite desnatado
(GOLOWCZYC et al., 2011) tém se mostrado mais eficiente como microencapsulante para
secagem de culturas probi6ticas por spray-dryer.

Em testes preliminares realizados por nosso grupo de pesquisa, avaliaram-se
concentracdes diferentes de leite em p6 desnatado reconstituido (12, 25 e 50%) no preparo
do produto fermentado por kefir e posterior secagem por spray dryer. Os pés obtidos tiveram
seu rendimento, umidade e sobrevivéncia de microrganismos avaliados. A concentracdo
inicial de sélidos em 12% se mostrou a melhor, tendo favorecido o processo fermentativo e
uma maior eficiéncia de secagem por spray dryer. Os resultados mostraram elevada
sobrevivéncia de bactérias laticas cultivadas em meio MRS em microaerofilia na ordem de
107 UFC/g do p6 obtido, porém leveduras (PDA em meio acido) nao sobreviveram (SANTOS,
T.C; SILVA, B.B.C.; PEREIRA, I.R.O., 2017)

Desse modo, considerando que a sobrevivéncia de bactérias laticas probidticas é
preservada apdés secagem de kefir por spray dryer fermentado em leite desnatado
reconstituido a 12%, propde-se o desenvolvimento de um comprimido a base de kefir que
possa ser usado como suplemento, e dessa forma, mascarar a baixa palatabilidade e sendo

ao mesmo tempo pratico e saudavel.

3. Procedimentos metodolégicos

Leite em P6 desnatado 12%
graos 2%
A 30eC
24h

Leite Fermentado

B
B _[ J_Secagem

C R% U% BAL LEV

D Compressao
cmM TF CFQ
TO T3 ce

Figura 2 — Visdo geral da metodologia proposta. O kefir sera fermentado em leite em po

reconstituido a 12 % (A). O leite fermentado sera seco por spray dryer em 3 lotes de 2kg (B). Apods
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secagem, os 3 lotes serdao avaliados (C) quanto a rendimento (R%), umidade (%U), contagem de
bactérias laticas (BAL) e leveduras (LEV). O p6 obtido sera comprimido (D) e entdo submetido ao
estudo de estabilidade, onde serdo realizado o controle microbiolégico (CM), testes fisicos (TF) e
controle fisico-quimico nos tempos 0 (T0), 30 dias apés compressao (T3) e 60 dias apdés compressao
(T6) (E).

3.1. Local de realizacdo do projeto

As etapas de fermentacédo, secagem, andlises fisico-quimicas e microbioldgicas serédo
realizadas no laboratério de Bromatologia da Universidade Presbiteriana Mackenzie. As
etapas de formulagéo, granulacdo e compressao para obtengdo dos comprimidos e os testes
fisicos de controle de qualidade dos comprimidos serdo realizadas no laboratério Semi-
Industrial de Farmécia da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

3.2. Origem, congelamento e ativacdo dos graos de kefir

Os gréos de kefir utilizados foram obtidos por doacédo de pessoas que fazem cultivo
doméstico na cidade de Sao Paulo e vém sendo cultivados no laboratério de Bromatologia da
Universidade Presbiteriana Mackenzie desde 2016. Eventualmente, os grados sdo congelados
a -20°C em leite desnatado por até 2 meses. Para reutilizagdo dos grados congelados, eles
deverdo ser ativados a 5% (m/m) em 1 L de leite desnatado UHT (concentragdo de solido10%,
m/m) por 24h a 22°C. ApGs este tempo, 0s graos serdo coados em peneira fina e submetidos

a uma nova fermentacdo do mesmo modo.
3.3. Fermentacéo

Ap0s ativacéo, os graos (2%, m/m) serdo utilizados para fermentacdo em leite em po
desnatado reconstituido com concentracao de sélidos 12% (m/m) em agua potavel, em 3 lotes
de 2kg. A fermentacdo ocorrerd em estufa a 30°C por 24 horas. Apos este periodo, 0s graos
de kefir serdo removidos do leite fermentado com uma peneira e pesados para avaliagdo do
crescimento. O leite fermentado sera resfriado a 9°C antes da secagem por atomizac¢do. Uma

aliquota de 1g sera retirada para analise de umidade.
3.4. Secagem por spray dryer (atomizacao)

A secagem sera realizada em um mini spray dryer (LabMag do Brasil MSD1.0) a um
fluxo de 0,5L/h, temperaturas de alimentacdo, entrada e saida de 9, 135 e 90°C,
respectivamente, seguindo pardmetros publicados por Atalar e Dervisoglu (2015).
Adicionalmente o frasco receptor do p6 sera resfriado por imersdo em banho de gelo durante
todo o periodo de secagem. Foi observado em testes preliminares que esse passo de
resfriamento € essencial para uma boa sobrevivéncia dos microrganismos. Uma amostra do

leite fermentado em pé produzido serd retirada para andlise do teor de umidade e analise
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microbiologica. O leite fermentado em pé sera armazenado por no maximo 24h em

dessecador (para manutencao do baixo teor de umidade pretendido) antes da compressao.
3.4.1 Teor de umidade e rendimento do p6 obtido ap6s secagem por atomizacao

O teor de umidade do fermentado liquido inicial e do pd obtido serdo avaliados
utilizando 0,5g de amostra (Figura 1, D) em uma balanca de umidade Shimadzu (MOC 120H).
O rendimento serd calculado apds pesagem do pé obtido em balanca semi-analitica pela

seguinte formula:

Rendimento(%)=(massa de kefir em p6 obtido ap6s secagem—teor de umidade %) x 100

(teor de sélidos inicial% = 100-teor de umidade inicial)
3.5. Compresséo do po6

Para compresséo, sera testada inicialmente a formulagéo da tabela 1. Em caso de o
produto gerado ndo aderir de forma adequada para a formacdo de um comprimido, a

formulacdo podera ser alterada.

Tabela 1 — Formulacéo do pé utilizado para compressao

Componente % (m/m)
Leite fermentado em p6 90
Dioxido de silicio coloidal 5
Estearato de magnésio 5

Usado como deslizante, o di6éxido de silicio coloidal AEROSIL® melhora a
uniformidade da dosagem (EVONIK, 2015). Ja estearato de magnésio é usado como
lubrificante para diminuir a fricgdo entre os granulos (LAMOLHA, M. A.; SERRA, C. H., 2007).
Os componentes serdo misturados manualmente para a obtencéo de 3 lotes de 200g de
comprimido e adicionados em um mini-granulador Lemaq® para homogeneizar tamanho de
particula. Apos granulacdo o p6é sera comprimido em uma compressora rotativa Lemaq® mini
express para producdo dos comprimidos de aproximadamente 300mg do produto final. Os
comprimidos serao embalados em uma seladora a vacuo em por¢cées de 30 comprimidos
protegidos da luz. Uma primeira amostra sera retirada para andlises microbiolégicas, fisicas
e fisico-quimicas compondo o tempo 0 do estudo de estabilidade. As demais serado divididas
em 2 partes. Uma parte sera armazenada em refrigeracdo (2-8°C) e outra em temperatura

ambiente (15-30°C) pelo periodo de 2 meses conforme protocolo de estudo de estabilidade.
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3.6. Estudo de estabilidade

Serd realizado de acordo com o Guia para realizacdo de estudo de estabilidade da
ANVISA (BRASIL, 2005). A tabela 2 mostra a proposta a ser seguida para o estudo de
estabilidade.

Tabela 2 — Proposta de estudo de estabilidade

Tempo (dias)

T (°C) 0 30 60
-20+2
—3 Andlises Fisicas, Microbioldgicas e
+
Bromatoldgicas.
25+2

3.7. Andlise microbiolégica para avaliacdo da sobrevivéncia dos microrganismos do

kefir apds a secagem e apds compressado

Para avaliacdo da viabilidade das bactérias acido-laticas (BAL) apos o processo de
secagem (Figura 1, D) serd feita a técnica de contagem baseada nas Unidades Formadoras
de Colbnias por mL (UFC/mL), de acordo com o procedimento descrito na literatura. Uma
avaliacdo inicial seré feita imediatamente apdés o processo de secagem e outra apés a
compressao. A contagem das BAL sera realizada em condi¢cdes de microaerofilia em meio
MRS agar suplementado com nistatina e cicloheximida (50 mg/mL de cada) para suprimir o

crescimento de leveduras.

1 g de cada amostra seréa diluida em 9 mL de salina peptonada estéril (0,1% peptona,
0,8% NaCl) prosseguindo com diluicbes seriadas apropriadas para cada amostra em
duplicata. As amostras diluidas serdao semeadas em placas de Petri contendo o meio de
cultura apropriado. Todas as culturas serdo incubadas a 30°C por 3 dias para posterior
contagem. A avaliagdo do crescimento sera feita através da contagem do nimero de células
viaveis.
3.8. Andlises Fisico-Quimicas

As anadlises de Umidade, Cinzas, Proteinas, Lipideos e Acidez serdo realizadas em
duplicata para cada lote, em cada tempo (TO, T30 E T60) e temperatura (-20, 5 e 25°C) do
estudo de estabilidade.

A metodologia utilizada para as andlises bromatolégicas seguira as normas analiticas

segundo métodos fisico-quimicos para analise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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3.9. Testes Fisicos para comprimidos

Serdo realizadas as analises de aspecto, peso médio, dimensdes, dureza, friabilidade
e desintegracdo segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010). O aspecto sera avaliado
para verificar se a aparéncia do comprimido muda durante o tempo de armazenamento. Peso
médio e dimensdes permitem verificar se as unidades de um mesmo lote apresentam
uniformidade. Dureza e friabilidade visam demonstrar a resisténcia dos comprimidos a ruptura
provocada por quedas ou friccdo. O teste de desintegracdo permite verificar se comprimidos

e cpsulas se desintegram dentro do limite de tempo especificado. (BRASIL, 2010).
3.9.1 Aspecto
O comprimido sera observado e sera feita a descricao de sua aparéncia.
3.9.2 Peso médio

Serdo pesados em balanga analitica, individualmente, 20 comprimidos e determinado
0 peso médio e desvio padrdo. Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora do limite de
variacdo de 5% do peso de cada unidade em relacdo ao peso médio. Nenhuma unidade
podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

3.9.4 Dimensoes

Sera realizada com o auxilio de um paquimetro para medida de altura e didmetro de 5

unidades. O resultado do teste é informativo.
3.9.5 Dureza

O teste sera realizado com 10 comprimidos individualmente, eliminando qualquer
residuo superficial antes de cada determinagdo. Sera utilizado um Durémetro Marconi®
298AT. Nenhuma unidade deve apresentar dureza inferior a 30 N. O resultado do teste é

informativo.
3.9.6 Friabilidade

Seréo pesados 20 comprimidos e introduzidos no Friabildometro Marconi® MA791. O
teste sera realizado com velocidade de 25 rotagdes por minuto por 4 minutos. Decorrido o
prazo, qualquer residuo de p6é da superficie dos comprimidos é removido e sdo pesados
novamente. Nenhum comprimido pode apresentar-se, ao final do teste, quebrado, lascado,
rachado ou partido. Sdo considerados aceitaveis os comprimidos com perda igual ou inferior

a 1,5% do seu peso.
3.9.7 Desintegracao de capsulas e comprimidos

Sera utilizado um Desintegrador Marconi® MA792 contendo um copo de 1000 mL

dentro da cuba, posicionado de forma que o cesto tenha um movimento ascendente e
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descendente livre a temperatura (37°C). 6 comprimidos serdo colocados no cesto com peso
de acrilico para medida do tempo de desintegracdo. O limite de tempo estabelecido como

critério geral para a desintegracao de comprimidos nao revestidos € de 30 minutos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estabilidade fisico-quimica

As analises fisico-quimicas foram realizadas em duplicadas, onde apenas as andlises
de umidade e acidez foram realizadas em periodos diferentes para estudo de estabilidade,

sendo em TO, T30 e T60, e as demais foram realizadas apenas durante TO.

Tabela 3 — Porcentagem das analises bromatol6gicas realizadas logo apds a compresséo do
po obtido (TO).

COMPOSICAO CENTESIMAL MEDIA DO COMPRIMIDO DE KEFIR (g/100g)

Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Carboidrato Acidez (acido latico)

8,91+0,42  12,49+0,03 6,18+0,99 18,58+0,93 53,83+1,54 0,82+0,02

Gréfico 1 — Variacao do teor de umidade ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras
mantidas em -20, 5 e 25°C. Os dados sdo apresentados como média *+ desvio padrdo. Letras diferentes

indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relagdo ao TO (p<0,05)

Umidade (%)

B Ambiente
M Geladeira

Freezer

T0 T30 T60

Segundo Castro, Frtitzen e Sant’anna (2012), a umidade residual de pds probitticos
deve ser igual ou inferior a 4%. A umidade inicial estd acima do ideal, mas manteve-se estavel
ao longo do tempo nas 3 temperaturas testadas, exceto apés 60 dias quando em temperatura
ambiente, pois houve reducédo do teor de umidade (Grafico 1) que pode ser decorrente de

variacdo da umidade do ambiente.

O grafico 2 mostra que a acidez foi estavel, exceto em 60 dias para temperatura
ambiente indicando leve atividade fermentativa, mas ndo comprometeu a estabilidade

microbioldgica do produto nesta condicao.
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Grafico 2 — Teor de acidez (%) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras mantidas em
-20, 5°C e 25°C. Os dados sao apresentados como média * desvio padrdo. Letras diferentes indicam

diferenca significativa de T30 e T60 em relacéo ao TO (p<0,05)

Acidez (%)

1,20 b
1,00 aaa aa a a

0,80 B Ambiente
0,60
0,40
0,20 M Freezer

0,00

M Geladeira

TO T30 T60

4.2. Testes fisicos

Todos os parametros foram submetidos a analises em TO, T30 e 60 em triplicatas,

para andlise do estudo de estabilidade em -20, 5 e 25°C.
4.2.1 Aspecto

Todos os comprimidos avaliados durante TO, T30 e T60 apresentaram aspecto
uniformes, integros, arredondados, coloracéo levemente amarelada, livre de impurezas e odor
caracteristico. N&o houveram mudangas significativas visuais entre as diferentes

amostragens.

Figura 4 — Comprimidos 30 dias ap6s a compressao (T30).
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Figura 5 — Comprimidos 60 dias ap6s a compresséo (T60).
4.2.2 Peso médio

Grafico 3 — Variacdo do peso médio (g) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras
mantidas a -20°, 5°C e 25°C. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras

diferentes indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relacdo ao TO (p<0,05).

Variagdo do peso médio (g)

0,24 2353

0,23+ ae a3
0,22 | L1
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0,19
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B Ambiente
M Geladeira

M Freezer

TO T30 T60

As amostras mantidas a -20 e 5°C mantiveram-se estaveis ao longo do estudo (grafico
3). A partir de T30, nas amostras mantidas em temperatura ambiente, houve reducgé&o de peso,
mas nao ultrapassou o limite dos critérios estabelecidos no item 3.9.2 que seguiu critério
farmacopéico. Segundo a RDC 318/19, os testes fisicos ndo sao critérios de reprovagédo. Nao

h& regulamentagéo para estudo de estabilidade de suplemento alimentar.

4.2.3 Dimensoes

Gréfico 4 — Variacao da altura (mm) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras mantidas
a -20°, 5°C e 25°C. Os dados sédo apresentados como média + desvio padrado. Letras diferentes indicam

diferenca significativa de T30 e T60 em relacdo ao TO (p<0,05).
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Gréfico 5 — Variagdo do diametro (mm) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras
mantidas a -20°C, 5°C e 25°C. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo. Letras

diferentes indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relacdo ao TO (p<0,05).



XVI Jornada de Iniciacdo Cientifica e X Mostra de Iniciacdo Tecnoldgica - 2020

Diametro (mm)
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N&o foram observadas diferencas significativas das dimensdes do comprimido durante
estudo (p>0,05), logo a conformacgéo dos comprimidos se manteve uniforme e estavel durante

o tempo decorrido.
4.2.4 Dureza

Gréfico 6 — Variacdo da dureza (N) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das amostras mantidas
a -20°C, 5°C e 25°C. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes

indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relacdo ao TO (p<0,05).

Dureza (N)

B Ambiente

B Ambiente

Freezer

Os resultados da analise de dureza (grafico 6) referente as amostras em temperatura
ambiente e geladeira apresentaram diferengas significativas em todos os periodos avaliados,
as comparacdes entre TO e T30, TO e T60, T30 e T60 apresentaram p<0,05. As amostras
mantidas no freezer nao demonstram diferencas significativas com o decorrer do tempo até
30 dias ap6s compressdo, com p=0,91, porém apds 60 dias apresenta p=0,02, indicando

melhor estabilidade relacionada a dureza em freezer, porém apenas no periodo de 30 dias.

E valido ressaltar que os resultados foram abaixo do esperado (minimo 30N), mas
estes dados tém carater apenas descritivo, ndo havendo limite minimo e maximo descritos na

literatura, desde que enquadrados nos limites de desintegracao.
4.2.5 Friabilidade

Ao final do teste, nenhum comprimido apresentou-se lascado, quebrado ou rachado.

As massas individuais dos comprimidos se enquadram no parametro aceitavel, porém ao
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realizar o teste em todos os tempos, com excecdo da amostra em T30 refrigerada a 5°C que

houve apenas 0,56%, houve perda maior que 1,5% da massa inicial (gréafico 7).

Grafico 7 — Porcentagem de perda de massa (%) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das
amostras mantidas a -20°C, 5°C e 25°). Os dados séo apresentados como média + desvio padréo.

Letras diferentes indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relacdo ao TO (p<0,05).
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4.2.6 Desintegracédo de capsulas e comprimidos

Os tempos de desintegracéo de comprimidos (grafico 8) estdo acima do paréametro
maximo para medicamentos que, segundo Farmacopéia Brasileira (2010), para comprimidos
nao revestidos é de 30 minutos. Este resultado é esperado, pois o kefir é a base de leite que
contém 18% de proteina em sua composicao (tabela 3), principalmente caseina coagulada
em meio acido pela fermentacao, que € uma proteina insoltvel, que precisara do pH acido do
estdbmago e enzimas digestivas para se solubilizar (DUARTE, A. et al., 1998). De acordo com
ANVISA (2018), é necesséaria a comprovacdo do beneficio a partir da demonstracdo da
sobrevivéncia as condi¢des do trato digestério humano. O mais importante € que nao houve
alteracdo significativa do tempo de desintegracdo ao longo do tempo nas 3 temperaturas
testadas, indicando estabilidade do produto.

Gréfico 8 — Variacdo do tempo de desintegracéo (min) ao longo do tempo (TO, T30 E T60) das
amostras mantidas a -20°, 5°C e 25°C. Os dados séo apresentados como média + desvio padrao. Letras

diferentes indicam diferenca significativa de T30 e T60 em relacao ao TO (p<0,05).
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4.3. Andlises microbiolégicas
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Foi realizada a contagem de bactérias acido-laticas nas diferentes etapas de producdo
dos comprimidos, para avaliar se existem etapas que influenciam em perda relevante. A tabela
compara os resultados da contagem do pé logo apés atomizacgdo, do p6 logo apGs mistura

com 0s excipientes e do p6 proveniente da trituracdo do comprimido final.

Tabela 4 — Contagem de bactéria acidos laticas em trés etapas da producéo dos comprimidos.

Contagem de Bactérias Acido-Léaticas (Log UFC/g)

Amostra BAL
Atomizacéo(Al) 26,43+0,27
Excipientes(A2) a5,96+0,31
Compressao(A3) 26,32+0,45

Segundo a tabela 4 foi avaliado que as etapas de mistura dos excipientes e
compressdo do p6 nao interferem negativamente na contagem de microorganismos,
apresentando p=0,07 entre Al e A2, p=0,54 entre A2 e A3 e p=0,55 entre Al e A3.

Foi realizada também a contagem de bactérias acido-laticas e leveduras dos
comprimidos nos periodos de 0, 30 e 60 dias apés compressao e mantidos em temperatura
ambiente, geladeira e freezer. Ndo houve contagem de leveduras em nenhuma das

amostragens.

Gréfico 9 — Logaritimo da contagem de bactérias 4cido-laticas presentes em comprimidos
mantidos em temperaturas de 25+2°C, 5+3°C, -20+2°C e em TO, T30 e T60.

Contagem de bactérias
acido-laticas (Log UFC/g)

700 222 =3 ac

5,00 N ‘@ B Ambiente
3,00 i W Geladeira
1,00 Freezer
1,00 1 T30  T60

A sobrevivéncia de bactéria acido-laticas em temperatura ambiente nao foi favoravel,
pois houve perda significativa logo nos primeiros trinta dias (p=0,006). A contagem de
bactérias laticas dos que foram mantidos em geladeira permaneceu estavel pelos 60 dias de
avaliacdo. J4 a sobrevivéncia dos microorganismos referente as amostras em freezer
manteve-se estavel nos primeiros 30 dias (p=0,09), porém em 60 dias houve perda da

estabilidade.
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Todas as amostras foram mantidas em recipiente fechado a vacuo e dentro de um
dessecador. No momento a realizar as analises de T60 das amostras a -20°C, foi observado
que o recipiente havia perdido o vacuo, fato este que pode ter sido o influenciador para perda

de estabilidade microbioldgica (grafico 9).

Segundo o Regulamento Técnico de identidade e qualidade de leites fermentados
(BRASIL, 2007), as quantidades de BAL e leveduras para kefir devem ser, respectivamente,
107 e 104 UFC/g, porém os resultados obtidos no presente estudo indicam que o produto ndo
se enquadra nos parametros, onde as leveduras ndo sobrevivem ap0s atomizacao do leite
fermentado e as BAL atingiram contagem maxima de 106 UFC/g. Desse modo, este produto
ndo pode ser denominado kefir, mas ndo impede de ser considerado probiotico. Segundo a
RDC 241/18, um produto probiético devera comprovar estabilidade, seguranca e eficacia
durante todo o prazo de validade do produto, porém ndo impd&e limite minimo para a contagem

dos microrganismos.
5. CONSIDERACOES FINAIS

O produto derivado de kefir manteve-se dentro do desejavel em relagéo aos aspectos
fisicos e fisico-quimicos por até 60 dias em todas as condi¢cdes de temperatura avaliados,
exceto para friabilidade. O aspecto limitante é a estabilidade microbiol6gica. Os comprimidos
mantidos em temperatura ambiente (25°C) apresentaram reducédo da contagem de bactérias
laticas a partir de 30 dias. J& os comprimidos mantidos em -20°C apresentaram reducdo da
contagem de bactérias laticas a partir de 60 dias de validade. As amostras mantidas em 5°C
mantiveram-se estaveis em relacdo a contagem de bactérias laticas durante os 60 dias do

estudo, sendo, portanto, considerada a forma mais estavel.

Conclui-se com este estudo que, para estabilidade prolongada, a melhor maneira de
armazenamento de comprimidos a partir da de p6 atomizado de leite fermentado por kefir é

em temperatura de refrigeracéo (5x3)°C.
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