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RESUMO

O kefir de agua é uma bebida fermentada que utiliza os graos de kefir de agua, gerando
substancias bioativas em seu processo fermentativo. O suco de uva é considerado uma
importante fonte de compostos bioativos fendlicos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da pasteurizacao lenta sobre as caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas de bebida
com caracteristicas probioticas, fermentada pelos graos de kefir a partir do suco de uva tinto
integral, com intencado de prolongar a validade deste produto. Foi feito o acompanhamento da
estabilidade das amostras fermentadas (F) e fermentadas e posteriormente pasteurizadas em
diferentes parametros (69°C-30 min FP1, 65°C-30 min FP2) armazenadas por até 90 dias.
Avaliou-se variagdo de pH, acidez, brix, teor alcodlico, contagem de bactérias acido-laticas
(BAL) e leveduras e determinacéo de fendlicos. A contagem de BAL e leveduras na amostra
F foi na ordem de 10-6 UFC/mL, a amostra FP2 demonstrou crescimento a partir de 30 dias
de armazenamento chegando a mesma ordem de crescimento ao fim do terceiro més, sendo
a Unica amostra pasteurizada a apresentar crescimento. Em todas as amostras, ocorreu
diminuicdo do brix e aumento do teor alcéolico (T60 dias F=7,6% %0,05, FP1=0,4% +0,12 e
FP2=0,1% +0,14) em funcdo do tempo de armazenamento. Em todos os parametros
analisados, excetuando o brix (T60 dias F=7,1° +0,55, FP1=10,9°+0 e FP2=10,3%0), os
valores das amostras pasteurizadas persistiram reduzidos em comparacdo a amostra F.
Conclui-se que a pasteurizacéo pode ser efetiva no atraso da deterioracdo do produto, e que

a amostra FP2 demonstrou os melhores resultados.
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ABSTRACT

The water kefir is a fermented drink that uses the grains of water kefir, generating bioactive
substances in its fermentation process. Grape juice is considered an important source of
bioactive phenolic compounds. The aim of this study was to evaluate the effect of slow
pasteurization on the microbiological and physical-chemical characteristics of a drink with
probiotic characteristics, fermented by kefir grains from whole red grape juice, with the intention
of extending the validity of this product. The stability of the fermented (F) and fermented
samples was followed up and later pasteurized in different parameters (69°C-30 min FP1,

65°C-30 min FP2) stored for up to 90 days. Variation in pH, acidity, brix, alcohol content, count



of lactic acid bacteria (BAL) and yeasts and determination of phenolics were evaluated. The
BAL and yeast count in sample F was on the order of 10-6 CFU / mL, the FP2 sample showed
growth after 30 days of storage reaching the same growth order at the end of the third month,
being the only pasteurized sample to show growth. In all samples, there was a decrease in
brix and an increase in alcohol content (T60 days F = 7.6% + 0.05, FP1 = 0.4% + 0.12 and
FP2 =0.1% £ 0.14) as a function of the time of storage. In all parameters analyzed, except for
the brix (T60 days F = 7.1° + 0.55, FP1 = 10.9° £ 0 and FP2 = 10.3 + 0), the values of
pasteurized samples remained low compared to sample F. It is concluded that pasteurization
can be effective in delaying the deterioration of the product, and that the sample FP2
demonstrated the best results.

Keywords: Probiotic, Phenolic compounds, stability study.
1. Introducéo

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). O relatério Global
Industry Analysis, feito pelo Transparency Market Research (TMR) destacou as areas de
interesse para probidticos ndo lacteos, cereais, produtos fermentados de carne, alimentos
desidratados, entre outros. O mercado de probidticos no Brasil também esta mostrando um

grande potencial para crescimento (MILK POINT, 2013).

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

melhor aceitacéo junto aos beneficios probidticos do kefir.

O produto proposto, com caracteristicas probioticas, fermentado pelos os graos de
kefir e partir do suco de uva tinto integral, visa apresentar elevada aceitacao sensorial somada
aos beneficios do consumo do suco de uva integral. E assim, contribuir com esta demanda

do mercado por alimentos e bebidas saudaveis.

Este projeto pretende desenvolver e caracterizar um produto inovador, usando a
tecnologia de fermentagcdes como base para obtencdo de um produto com caracteristicas
probidticas contendo microrganismos vivos, e de pasteurizagdo como estratégia para

prolongacéo do tempo de prateleira do produto, mantendo o teor alcodlico inferior a 0,5%



(para ser considerado nao-alcodlico pela legislacéo brasileira) e minimo de acidez para nao
afetar a sensorialidade.

1.1. Objetivo Geral e Especifico

1.1.1. Objetivo geral

v" Desenvolver um produto fermentado com gréos de kefir de agua a partir do
suco de uva tinto integral, sem adi¢cdo de agucares e conservantes.

1.1.1. Objetivos especificos

v' Avaliar a eficiéncia da pasteurizacdo lenta sob as caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas do produto fermentado com graos de kefir;

v' Determinar o melhor tempo e temperatura de pasteurizacdo em funcéo da
sobrevivéncia dos micro-organismos;

v Determinar as caracteristicas dos produtos fermentados com gréos de kefir de
agua a partir de suco de uva tinto integral e pasteurizados durante seu

armazenamento, comparando com os dados descritos na literatura;

1.2. Organizacdo do Documento

O estudo € apresentado em, a partir deste, mais sete tdpicos. Do tdpico 2 ao 5
apresentam-se aspectos gerais e contextualizac¢ao, incluindo o problema a ser trabalhado,
solucdo proposta, revisao bibliografica e estado da préatica no mercado. O tépico 6 refere-
se aos materiais e métodos empregados e discussdo dos resultados obtidos. Por fim o
tépico 7 conclui o estudo e apresenta suas perspectivas futuras. No topico seguinte sédo

listadas as referéncias utilizadas.
2. Problema

O kefir pode ser encontrado em diversos paises. Na Russia é produzido em inddstrias
lacteas, como a Danone (ENIKEEV, 2012 apud PAIVA, 2013). No Brasil ainda ha poucas
industrias produzindo kefir e comegaram sua producéo entre final de 2018 e inicio de 2019,
mas o produto vem conquistando adeptos em varias regides do pais. Sua preparacdo se da
em nivel artesanal, e resulta em um produto com uma série de caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais e microbioldgicas, se restringindo a algumas familias que passam as amostras e a
ela vao adicionando leite para a sua fermentacédo e utilizagdo. 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”. O interesse

pelo kefir tem aumentado, representando um desafio tecnolégico (ROSA et al., 2017).



Além da baixa aceitacdo e falta de praticidade, um outro desafio é a manutencdo dos
microrganismos vivos. A producéo industrial de probioticos exige que estes microrganismos
se mantenham estaveis e viaveis em niveis satisfatérios durante todo o prazo de validade do
produto (SAAD, 2006). Um suco fermentado com kefir, porém, devera ter teor alcodlico inferior
a 0,5% (para ser considerado bebida nao-alcodlica segundo a Instrucdo Normativa MAPA n°
55 de 2008) e minimo de acidez para ndo afetar a sensorialidade, necessitando de um controle
sobre suas atividades microbiolégicas.

3. Proposta de Solucéo

A pasteurizagdo € um tratamento térmico controlado e realizado com temperaturas
inferiores a 100°C, em que o alimento é resfriado apds um determinado tempo de aquecimento
(GUTIERREZ, 2008). E uma técnica baseada em usar temperaturas elevadas com finalidade
de pelo menos desativar alguns microrganismos, ou mesmo elimina-los e, com isso, controlar
o nivel de atividade bacteriolégico nos produtos, sem alterar profundamente suas
propriedades (SEVILA, 2004 apud FONTANA, 2009).

O processo possui diferentes objetivos dependendo do alimento que sofre o processo.
Em alimentos acidos, como os sucos de fruta, produz uma boa estabilizacdo ja que o0 meio
acido impede a proliferagdo de microorganismos mais resistentes a acdo térmica (GAVA,
1998).

Na pasteurizacdo o ponto mais importante é o bindbmio tempo/temperatura, que
garante a obtencdo de um processo de esterilizacdo comercial. Temperaturas abaixo das
estabelecidas séo indesejaveis e acima podem causar problemas tecnoldgicos com
alteracBes das proteinas, interferindo no sabor, geleificacdo, formacdo de sedimentos,
bloqueio da transferéncia de calor nas superficies dos trocadores de calor, perda do valor

nutricional e escurecimento (BASTOS, 1999).

Processo amplamente utilizado nas industrias alimenticias e até por pequenos
produtores, por ser um processo relativamente barato, quando levado em consideragdo a
manutencéo da qualidade que pode ser obtida, tanto com relacéo a estabilidade microbiana
guanto a fixacdo de nutrientes (FELLOWS, 1994).

A solucdo ideal desejada nesse estudo €& a obtengcdo da melhor relacdo
tempo/temperatura que levasse a uma maior reducdo da contagem de leveduras, que mais
afeta a estabilidade do produto, mas que afetasse o menor possivel a contagem de bactérias

laticas, mantendo seu valor probiotico.



4. Referencial Teo6rico

4.1. Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais destacam-se por possuirem potencial para promover a saude
no individuo, e nao apenas fornecer macro e micronutrientes previstos na nutricdo
convencional (SAAD et al., 2011).

O entendimento de que a alimentagéo tem um significado muito maior do que fornecer
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do homem é uma corrente que tem crescido
mundialmente cada vez mais nos ultimos anos (NITZKE, 2012). Apenas a América Latina
representa US$ 45 bilhdes do mercado de alimentos e bebidas funcionais, sendo o Brasil
responsavel por movimentar US$ 14,6 bilhdes desse total. Estes nimeros colocam o Brasil
entre 0s 10 mercados que mais crescem no mundo neste seguimento (SCHULKA; COLLA,
2014).

Alguns componentes que dao funcionalidade aos alimentos s&o: carotenoides,
flavonoides, acidos graxos, probidticos, fibras alimentares dentre outros. A importancia deste
tema se deu, principalmente, em decorréncia do aumento da média de expectativa de vida da
populacao relacionado com o maior interesse por parte da mesma em uma alimentacdo mais
equilibrada afim de buscar qualidade de vida (SAAD et al., 2011).

No Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nao define alimentos funcionais,
mas permite através das Resolucdes n. 18, de 30 de abril de 1999 e n.19, de 30 de abril de
1999, o uso da alegacao de propriedades funcionais e registros na categoria de alimentos

com propriedades funcionais ou de salde, respectivamente.

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2016), deve ser levado em consideragcdo se o
texto pretendido contém todos os elementos primordiais para descrevé-lo como uma alegacao
de propriedade funcional ou como uma alegacdo de propriedade de salude, conforme
descri¢Bes constantes da Resolucdo n. 18/1999. As alegacgdes de propriedade funcional séo
aquelas que se referem ao papel metabdlico ou fisiol6gico que o nutriente ou ndo nutriente
(substancias bioativas ou micro-organismos) tem no crescimento, desenvolvimento,
manutencdo e outras fun¢des normais do organismo. Ao passo que as alegagbes de
propriedade de saude s&o aquelas que afirmam, sugerem ou implicam a existéncia da relagéo

entre o alimento ou ingrediente com a doenca ou condic¢do relacionada a saude.
4.2. Efeitos dos probiéticos na satde humana

Um probidtico deve ser preferencialmente de origem humana, seguro e livre de vetores
capazes de transferir resisténcia a antibiéticos e de patogenicidade ou até mesmo fatores de
toxicidade. Além disso, um micro-organismo probidtico deve ter grande capacidade de

sobreviver sob condic¢des intestinais (pH &cido, enzimas digestivas, sais biliares etc.), deve



demonstrar antagonismo contra patégenos e estimulacdo do sistema imunolégico e, por fim,

proporcionar efeitos benéficos em seu hospedeiro (PLAZA-DIAZ, 2018).

Alguns possiveis mecanismos de acao dos probibéticos ja foram descritos: 1) supressao
do numero de células viaveis, por meio da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a competicdo por sitios de adesao; 2) a
modulacdo do metabolismo microbiano, por meio da reducdo ou elevacdo da atividade
enzimética; 3) o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis de
anticorpos e o aumento da atividade dos macrofagos. Neste contexto, o efeito da atividade
dos probiéticos pode ser dividido em efeitos nutricionais, fisiolégicos e antimicrobianos
(FULLER, 1989).

Estudos documentaram o papel dos probidticos em reduzir os fatores de risco para
diversas comorbidades, incluindo distirbios digestivos, como a diarreia causada por infeccdes
(PLAZA-DIAZ, 2018), sindrome do intestino irritavel (SI) (MOAYYEDI et al., 2010), doenca
inflamatoria intestinal (DIl) (SAEZ-LARA et al., 2015) e disturbios alérgicos, como dermatite
atopica (RATHER et al., 2016) e rinite alérgica (BERINGS et al., 2017).

4.3. Kefir de dgua

O kefir de agua é uma bebida fermentada caseira a base de uma solucéo de sacarose
e diferentes tipos de suco de frutas. Tradicionalmente, no processo de preparacéo da bebida,
0s grados de kefir sdo colocados em uma solucdo contendo 8% de sacarose, frutas
(tipicamente figos) e fatias de liméo. A fermentacao ocorre por um ou dois dias a temperatura
ambiente, resultando em uma bebida turva, carbonatada e cor de palha, que é acida, pobre

em acucar e ligeiramente alcodlica (GULITZ et al.; 2011).

A microbiota do kefir de dgua é conhecida por ser uma associacdo estavel de
diferentes bactérias como as acido-laticas, acido-acéticas e leveduras (NEVE; HELLER,
2002). Os graos de kefir de agua contém exopolissacarieos, como o kefirano e o dextrano. Ja
foi identificado que a cepa de Lactobacillus hilgardii produz quantidades importantes de
exopolissacarideos, que formam os grdos de kefir e que trazem beneficios a saude
(WALDHERR et al., 2010).

O processo fermentativo do kefir gera uma série de compostos que conferem sabor e
aroma caracteristicos, além de substancias bioativas, responsaveis por propriedades
nutracéuticas, como o kefirano, acidos graxos de cadeia curta, bacteriocinas, além de efeitos
independentes da viabilidade celular (BOURRIE et al.,, 2016). Maeda et al. (2004a e b)
encontrou efeito da suplementacédo de kefirano isolado (sem a presenca de microrganismos
vivos) sobre a motilidade intestinal, qualidade das fezes e reducéo da glicemia e presséo

sanguinea em animais. Em complemento, Paiva et al. (2013) obteve eficiéncia em avaliar seu



efeito imunomodulatério, concluindo que o dextrano isolado foi capaz de modular a resposta
imune em camundongos. Isso significa que a despeito dos produtos derivados de kefir
manterem viabilidade celular, adicionalmente podem possuir efeitos benéficos decorrentes de

produtos bacterianos que também podem ser explorados.
4.4. Suco de uva

O suco de uva é considerado uma bebida Unica, tanto sob o0 aspecto energético quanto
nutricional e terapéutico. E uma bebida de sabor doce e acido ao mesmo tempo, com baixo
teor de lipidios, proteinas e sédio. Possui quantidade elevada de acucar, acidos organicos e
sais minerais. Além disso contém vitaminas e é de facil digestibilidade, ja que todos os seus

constituintes séo facilmente assimilados pelo organismo humano (EMBRAPA, 2006).

A uva é uma das maiores fontes de compostos bioativos fendlicos. Encontra-se
flanovoides (antocianinas, flavandis e flanondis), os estilbenos (resveratrol), os acidos
fendlicos (derivados dos acidos cinamicos e benzéicos) e uma larga variedade de taninos. No
organismo humano o resveratrol traz beneficios relacionados a saude do corac¢édo, como a
hipoagregacao de plaguetas e a inibi¢cdo de peroxidagao de lipoproteinas de baixa densidade
(POUSSIER, 2005).

O &cido galico, um dos metabdlitos gerados a partir das antocianinas pela microbiota
intestinal, reduziu significativamente bactérias nocivas que geram doencas inflamatérias
intestinais, como o Clostridium histolyticum (HIDALGO et al., 2012).

Considerando-se todas as vantagens dos probiéticos e dos compostos bioativos fendlicos
para a saude humana, os sucos de frutas probidticos, integrais e sem adi¢ao de acucar, sao
produtos atraentes para atingir consumidores que, além de se preocuparem com saude e
bem-estar, também querem produtos funcionais ndo-lacteos inovadores. Atualmente, um
aumento do vegetarianismo/veganismo € a intolerancia a lactose justifica a necessidade de
criar novos produtos (GRANATO et al., 2010). A aceitagdo do suco de uva é alta por parte
dos brasileiros, e isso auxilia de forma positiva na inser¢éo de novos produtos utilizando esta
matéria prima como base para a formulacdo de bebidas funcionais (NASCIMENTO et al.
2011).

5. Estado da Préatica

Nessa linha de entendimento uma bebida similar a produzida nesse estudo, é a
kombucha. Bebida fermentada tradicional originada no Oriente, e que hoje ja esta bastante
difundida no Ocidente (TEOH; HEARD; COX, 2004). Ela é obtida a partir da infuséo de folhas
de cha pela fermentacdo de uma associacdo simbidtica de bactérias e leveduras, resultando

em uma bebida um pouco doce e ligeiramente 4cida (CHEN; LIU, 2000).



Assim como o kefir, ao longo de sua fermentacéo, ela vai ficando com o sabor mais
acido, originado do acido acético produzido, diminuindo sua aceita¢do sensorial. O valor do
pH decresce ao longo da fermentacao devido a producao de acidos organicos (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2000). Ao final do processo, consome-se a kombucha refrigerada, podendo
ser servida como um substituto ndo alcodlico do espumante devido ao seu alto grau de
carbonatacdo ou também do refrigerante, sendo uma alternativa mais saudavel (PALUDO,
2017).

O mercado global de kombucha, foi avaliado em torno de USD 1062 milhdes em 2016
e espera-se alcancar aproximadamente USD 2457 bilhdes até 2022, crescer em um CAGR
de cerca de 25,0% entre 2017 e 2022 (ZION MARKET RESEARCH, 2018). Segundo dados
da Associacdo Brasileira de Kombucha, estima-se que o mercado brasileiro movimenta
atualmente cerca de R$ 11 milhdes de faturamento com producédo de 500 mil litros mensais
(ABKOM, 2020).

O processo térmico utilizado nesse projeto € amplamente utilizado industrialmente. O
suco de laranja natural apresenta uma vida util muito limitada, o processo térmico visa
aumentar a sua ida util e garantir a saude do consumidor, porém deve ser conduzido de forma
a manter as caracteristicas sensoriais mais proximas do suco natural “fresco” (CORREA
NETO; FARIA, 1999). Tribess e Tadini (2001), conclui em seu estudo que o suco de laranja
minimamente processado atende a expectativa do publico e vai de acordo com a tendéncia
mundial de consumidores por produtos prontos industrializados, e no caso do suco em

pesquisa, muito proximo ao suco fresco obtido da laranja.

6. Avaliacdo de Desemprenho
6.1. Metodologia Experimental
6.1.1. Material

O suco utilizado, de uva tinto integral sem adi¢éo de agucar, conservantes e agua da
marca Campo Largo®, foram adquiridos em comércio local. Os grdos de kefir de agua
utilizados na fermentagdo do suco de uva tinto integral doados pelo Laboratorio de
Bromatologia da Universidade Presbiteriana Mackenzie, onde foram cultivados. Os graos de
kefir de 4gua estiveram mantidos em solugdo contento aglcar mascavo e suco de uva tinto
integral. Todos o0s reagentes e solventes utilizados nas analises corresponderam a grau
analitico.

6.1.2. Manutencdo dos gréos

Os gréos de kefir de agua foram mantidos na geladeira do Laboratério de Bromatologia
da Universidade Presbiteriana Mackenzie a 5°C. Foi realizada a troca da solugéo de acucar

mascavo (8g/L) e suco de uva tinto integral sem adicdo de acucar (10 mL/L) semanalmente.



Os graos eram retirados da jarra de acrilico com o auxilio de uma peneira de malha fina sem
serem lavados, para evitar perda de kefirano/dextrano. ApGs a agua ser descartada, passava-
se 0s graos novamente na jarra acrilica adicionada de solugéo de aglcar mascavo e suco de

uva tinto integral sem adicédo de acgucar.
6.1.3. Direcionamento das anéalises

Todas as analises descritas a seguir foram realizadas para as amostras de suco de
uva tinto integral antes da fermentagcédo (Uva tinto), suco de uva tinto integral submetido a
fermentacdo (Fermentada), suco de uva tinto integral submetido a fermentacdo e
posteriormente a pasteurizacdo sob os parametros 69°C em 30 minutos (Pasteurizada 1), e
sob os parametros 65°C em 30 minutos (Pasteurizada 2), sendo que neste Ultimo parametro
também avaliado sua eficiéncia em embalagem de lata de aluminio armazenada sob
refrigeracéo (Lata/Refrigerada) e em temperatura ambiente (Ambiente), no acompanhamento
do prazo de validade do produto, sendo logo apds a fermentacédo e pasteurizacao (T0), apos
30 dias (T1), ap6s 60 dias (T2) e ap6s 90 dias (T3).

Entretanto o tempo de analise foi interrompido pela pandemia decorrente ao SARS-
CoV-2, frente a situacado, alguns dos tempos de andlise foram excluidos de acordo com a

necessidade da coleta dos dados.
6.1.4. Fermentacdo do suco de uvatinto integral

Realizada a assepsia com alcool 70% da bancada e dos utensilios utilizados na
producao, para eliminar os riscos de contaminagéo do suco e dos graos de kefir, os grdos de
kefir de agua foram pesados em balanca semi-analitica e adicionados ao suco de uva tinto
integral, na prépria embalagem do fabricante (1,35L), na proporcdo de 0,4 g (quantidade
estabelecida em testes preliminares) para cada 100 mL de suco. Apés isso, este suco € levado
para a camara de fermentacédo a 25°C durante 12h e 24h. O suco fermentado foi coado (em
rede de nylon) a fim de retirar todos os graos de kefir que serdo armazenados para reutilizacéo

conforme item 6.1.2.
6.1.5. Pasteurizacdo do suco de uva tinto integral fermentado

Para avaliacdo do parametro 1, as amostras foram postas em banho-maria em 69°C,
apos as amostras introduzidas levou aproximadamente 5 minutos para estabilizacédo do banho
na temperatura definida, as amostras ficaram sob a temperatura de 69°C = 1°C por 30
minutos, em seguida transferidas para banho de gelo a 10°C £ 2°C, onde foram mantidas por

10 minutos. Ap0s esse processo as amostras foram mantidas sob refrigeracéo por até 60 dias.

Para avaliacdo do parametro 2, as amostras, em garrafa de vidro e lata de aluminio,

foram postas em banho-maria em 65°C, ap0s as amostras introduzidas levou



aproximadamente 4 minutos para estabilizacdo do banho na temperatura definida, as
amostras ficaram sob a temperatura de 65°C = 1°C por 30 minutos, em seguida transferidas
para banho de gelo & 10°C + 2°C, onde foram mantidas por 10 minutos. ApOs esse processo
as amostras foram mantidas sob refrigeracdo por até 90 dias, em paralelo amostras em lata
de aluminio foram mantidas em temperatura ambiente pelo mesmo periodo.

6.1.6. Caracterizacao fisico-quimica dos produtos fermentados com graos
de kefir de agua a partir de suco de uva tinto integral

As analises fisico-quimicas béasicas de pH, acidez, °Brix e teor alcoodlico serdo
realizadas de acordo com Lutz, 2008.

6.1.7. Teor de compostos fendlicos
Para andlise do teor de fendlicos totais sera realizada metodologia descrita por
Singleton et al. (1999), com algumas modificaces.

6.1.8. Caracterizacdo microbioldgica (Leveduras e Bactérias acido-laticas
(BAL))

Para avaliacao da viabilidade de BAL e leveduras foi utilizada a técnica de contagem
baseada nas Unidades Formadoras de Colbnias por mL (UFC/mL), de acordo com o

procedimento descrito na literatura (Gul et al., 2005).
6.1.9. Analise Estatistica

O teste t de Student (ndo pareado, bicaudal) foi usado para comparar os dados das
amostras fermentadas e pasteurizadas com 0 suco e entre amostra fermentada e
pasteurizada. O software utilizado foi o Microsoft Excell. Os resultados sdo expressos como
média = desvio padrdo da média. Em todos os casos, o0s resultados foram considerados

significativos se p < 0,05.

6.2. Resultados Experimentais e Analise

6.2.1. Caracterizacéo Fisico-quimica

Os resultados de tais andlises fisico-quimicas sé&o utilizados nos padrdes de identidade
e gualidade dos sucos, sendo pH, acidez total, volatil e fixa, teor alc6olico e °Brix. Do suco de
uva tinto integral para 0 mesmo suco apOs passar por fermentacdo houve variagcbes
estatisticamente significativas somente na acidez (total e fixa) do produto, sendo que apés a
fermentagcdo tende a aumentar. IsSso ocorre, pois, as bactérias e algumas leveduras iréo
produzir acidos organicos e outros metabolitos a partir da degradacdo dos carboidratos
presentes (VILELA, 2019). ApOs a pasteurizacdo houve variagfes estatisticamente
significativas somente na acidez fixa, embora a acidez aumente decorrente a fermentacéo,

apos o aquecimento no processo de pasteurizacdo acidez volatil € perdida e, portanto, o



produto se torna menos acido (Fig. 1). Nao houve comparacdao inicial do teor alcoolico pois,

inicialmente, em todas as amostras o teor era nulo.

Figura 1 - Comparacao dos parametros fisico-quimicos (pH, meg/L, °Brix e %(v/v)). TO (tempo inicial
do experimento). Amostras de suco de uva tinto integral (Uva tinto), amostras fermentadas
(Fermentada) e fermentadas e posteriormente pasteurizadas sob os parametros 69°C-30 min
(Pasteurizada). Os dados sdo expressos como média = desvio padrao da média. ** comparam a
amostra analisada com o suco de uvatinto integral (p < 0,05 Teste T de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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A figura 2 relne os resultados das analises fisico-quimicas durante o tempo de validade
do produto. Em relacdo a acidez nas amostras, comparando os resultados nota-se que a
amostra fermentada manteve valores elevados em detrimento das amostras fermentadas e
posteriormente pasteurizadas, e teve um aumento significativo do TO ao T1, ou seja, no
primeiro més de armazenamento. As amostras “Pasteurizada 2” e “Lata” demostraram menor
acidez total e fixa, embora a amostra acondicionada em lata tenha se mantido abaixo em
acidez da amostra em vidro ndo foi em valores estatisticamente significativos. A amostra
“Pasteurizada 1” demostrou menor acidez volatil que as demais, provavelmente, pelo fato de
a temperatura de pasteurizagdo ter sido maior, eliminou maior quantidade de &cido acético
produzido na fermentacdo, demonstrando também, provavel vazamento pela tampa durante
a pasteurizacdo, seu aumento durante o tempo de estudo, tal como a acidez total, ndo foi

significativo, assim como as outras amostras pasteurizadas sob os segundos parametros.



O teor alcdolico é o parametro de maior preocupacgédo, pois por ele o produto pode ser
recusado em vista da legislacdo brasileira vigente. Observa-se que a amostra somente
fermentada apresentou um aumento consideravel durante o tempo de estudo, alcan¢gando o
valor de 7,6% 0,05 ao final do segundo més de armazenamento. Em comparacdo, as
amostras submetidas a pasteurizacdo apresentaram aumento significativamente reduzidos,
enquanto a amostra “Pasteurizada 1” apresentou 0,4%=0,12 ao final do segundo més de
armazenamento, a amostra “Pasteurizada 2” apresentou 0,1% 10,14 no mesmo periodo,
enquanto a amostra “Lata” permanecia em 0%. Ao final do tempo de validade (T90 dias), a
amostra “Pasteurizada 2” alcancgou teor alcéolico de 0,6%+0,05 e a “Lata” de 0,1%+0,12.

Demostrando a efetividade e necessidade da pasteurizagao.

O °Brix reflete a concentracdo de carboidrato (substrato) na amostra, MANSANO &
VENTURINI FILHO (2014) fundamenta em seu trabalho que a alta fermentacdo gera altos
teores alcéolicos, fazendo com que os residuos sélidos no produto apds os processos de
fermentacdo sejam baixos. Em concordancia com o mesmo estudo, os valores de °Brix da
amostra somente fermentada decresceu significativamente durante o periodo de estudo, com
variacdo significativa em comparacdo as amostras fermentadas e posteriormente
pasteurizadas. Seguindo mesmo sentindo, comparando-se as amostras pasteurizadas, 0s
valores apresentados no final do primeiro més de armazenamento pela amostra “Pasteurizada
2” foi significativamente maior a da “Pasteurizada 17, e ao final do terceiro més de

armazenamento significativamente menor que a amostra “Lata”.

Figura 2 — Comparagdo dos parédmetros fisico-quimicos (pH, meg/L, °Brix e %(v/v)) durante o
acompanhamento da estabilidade das amostras. TO (inicial), T1 (30 dias), T2 (60 dias), T3 (90 dias).
Amostras fermentadas (Fermentada), fermentadas e posteriormente pasteurizadas sob os parametros
69°-30 min (Pasteurizada 1), e sob os parametros 65°-30 min (Pasteurizada 2) e pasteurizadas sob o
segundo parametro acondicionada em lata (Lata). * compara a variacdo da mesma amostra em relagdo
ao tempo anterior, *** compara a amostra analisada com o suco fermentado, **** compara a amostra
analisada com o suco fermentado e pasteurizado sob os parametros 1, # compara 0s
acondicionamentos, em garrafa de vidro e em lata de aluminio (p < 0,05 Teste t de Student, nado-
pareado, bicaldal).
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Uma amostra do suco fermentado e posteriormente pasteurizado sob os parametros 2
acondicionada em lata de aluminio foi mantida durante todo tempo de validade em
temperatura ambiente, para que, no ultimo tempo de avaliacéo (T3- 90 dias) pudesse ter seus
parametros comparados a amostra de mesmas condicdes mantida sob refrigeracao (Fig. 3).
Percebe-se que houve diferenca significativa somente no pH, nos demais parametros nao
houveram variacdes significativas. Nota-se também que as duas amostras demonstraram
alteracao significativa tanto nos valores de acidez volatil como de °brix em comparagdo com
a amostra acondicionada em garrafa de vidro. O teor alcéolico da amostra “Ambiente” também
foi significativo em comparacao a amostra “Pasteurizada 2”, visto que a primeira permaneceu

em 0% 0.

Figura 3 - Comparagdo dos parametros fisico-quimicos (pH, meqg/L, °Brix e %(v/v)). T3 (90 dias).
Amostras fermentadas e posteriormente pasteurizadas sob os parametros 69°C-30 min acondicionadas
em lata de aluminio refrigeradas (Refrigeradas) e mantidas em temperatura ambiente (Ambiente). Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. # compara os acondicionamentos, em
garrafa de vidro e em lata de aluminio, ## compara temperatura de acondicionamento, lata de aluminio

refrigerada e em temperatura ambiente (p < 0,05 Teste T de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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6.2.2. Caracteristicas Microbiolégicas

A contagem microbiana, expressada por UFC/mL™, logo apds os processos 0s quais
as amostras foram submetidas foi ilustrada na figura 4, na qual é visivel o aumento
significativo, tanto de BAL quanto de fungos e leveduras apés a fermentacdo do suco de uva
tinto integral, ambos com viabilidade de 10® UFC/mL"1. Demonstrando concordancia com
valores expressos em estudos tratando-se de fermentacdo probidtica em sucos, com
viabilidade de no minimo de 108 UFC/mL, como o realizado por Damido (2019) e Machado e
Rizzatto (2019). A amostra “Pasteurizada”, no entanto, ndo demonstrou crescimento

microbiano, sendo abaixo do esperado.

Figura 4 — Comparacao parametros microbioldgicos (Log UFC/mL). TO (tempo inicial do experimento).
Amostras de suco de uva tinto integral (Uva tinto), amostras fermentadas (Fermentada) e fermentadas
e posteriormente pasteurizadas sob os parédmetros 69°C-30 min (Pasteurizada). Os dados séo
expressos como média + erro padrdo da média. ** comparam a amostra analisada com o suco de uva
tinto integral (p < 0,05 Teste T de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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A figura 5 redne a variagcdo nos parametros microbiolégicos de todas as amostras ao
longo do periodo de experimento. Todas as amostras submetidas a pasteurizacéo
(Pasteurizado 1, Pasteurizado 2 e Lata) demonstraram diferenca significativas com a amostra
apenas fermentada (Fermentado), essa Ultima manteve-se com a contagem microbiana acima
de 106 UFC/mL, no T2 essa contagem demonstrou um declinio, embora ndo significativo.
Acidos organicos, como o latico e o acético, s&o poderosos agentes antimicrobianos e podem
ter um papel fundamental na sobrevivéncia de culturas probidticas, sendo que maiores
concentracoes desses compostos resultam em menores contagens de probiédticos (AKALIN;
FENDERYA; AKBULUT, 2004).

As amostras “Pasteurizado 1” e “Lata” ndo demonstraram contagem durante o periodo
de estudo, ndo sendo resultados satisfatorios, porém acredita-se que tenha mantido
microorganismos Vivos pois, em consonancia com o Vvisto na literatura, de que os
microorganismos das culturas probiéticas metabolizam os acglcares presentes (DING; SHAH,
2008), observa-se que os parametros fisico-quimicos, em especial °Brix e teor alcéolico,
variaram progressivamente, confirmando a presenca destes. A amostra qgue demonstrou 0s
melhores resultados foi a “Pasteurizada 2”, na qual houve crescimento gradativo até o T3.
Apesar de que a amostra “Lata” tenha sido pasteurizada sob os mesmos parametros que a
“Pasteurizada 2”, a embalagem de aluminio apresenta uma melhor conducido térmica,
superior ao vidro, nesse sentido a mesma temperatura causou maior eliminacdo dos

microorganismos decorrente ao material acondicionado.

Quanto a amostra “Ambiente”, assim como a amostra “Refrigerada”, ndo apresentou

crescimento (ambos < 1 UFC/mL %0).

Figura 5- Comparacao dos parametros microbiolégicos (Log UFC/mL) durante o acompanhamento da
estabilidade das amostras. TO (inicial), T1 (30 dias), T2 (60 dias), T3 (90 dias). Amostras fermentadas
(Fermentada), fermentadas e posteriormente pasteurizadas sob os parametros 69°-30 min
(Pasteurizada 1), e sob os pardmetros 65°-30 min (Pasteurizada 2) e pasteurizadas sob o segundo
parametro acondicionada em lata (Lata). * compara a variagdo da mesma amostra em relacéo ao tempo

anterior, *** compara a amostra analisada com o suco fermentado, **** compara a amostra analisada



com o suco fermentado e pasteurizado sob os parametros 1, # compara os acondicionamentos, em
garrafa de vidro e em lata de aluminio (p < 0,05 Teste t de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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6.2.3. Determinacéo de Fendlicos

A figura 6 exple a variacdo da concentracdo de fendlicos apds o suco passar,
respectivamente, pelos processos de fermentacdo e pasteurizacdo. Embora néo
estatisticamente significativas, percebe-se que a fermentacdo provocou um estimulo a
producao de fendlicos, posteriormente a pasteurizacao causou perda desses compostos. Um
estudo realizado por Dutra (2012), observando a interferéncia de processos térmicos sobre
compostos fendlicos, a concentracdo de fendlicos em uma amostra teria aumentado apos
processos a partir de 88°C por 30 segundos, o0 mesmo explicou que tais aumentos poderiam
ser o resultado da uma provavel reducdo do teor de agua presente no suco em razao da
evaporacgao, considerando esse trabalho podemos supor que o tempo prolongado sobre altas

temperaturas tenha sido prejudicial para esses compostos.

Figura 6 - Comparac¢éo do teor de fendlicos (nug/1000mL). TO (tempo inicial do experimento). Amostras
de suco de uva tinto integral (Uva tinto), amostras fermentadas (Fermentada) e fermentadas e
posteriormente pasteurizadas sob os parametros 69°C-30 min (Pasteurizada). Os dados sdo expressos
como média * erro padrdo da média. ** comparam a amostra analisada com o suco de uva tinto integral
(p < 0,05 Teste T de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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Na figura 7 é observado que, em excecdo a amostra “Lata”, todas as amostras
apresentaram uma reducdo significativa do teor de fendlicos, seguida de aumento
significativo. A diminuicdo no teor destes compostos estaria relacionada com a participacéo
destes compostos em reacdes quimicas e/ou enzimaticas (GARCIA, BIANCHI, 2015). O
aumento significativo da concentracao de fendlicos durante o processo de fermentacédo a
literatura sugere que os metabdlitos secundarios se acumulam no meio da fermentacéo,
usualmente durante a etapa seguinte ao crescimento microbiano, chamada de Idiofase
(NIGAM, 2009). Seu acréscimo apés a diminui¢cdo, no entanto, ndo foi encontrado evento
semelhante na literatura pesquisada.

Figura 7 - Comparacéo do teor de fendlicos (ug/1000mL) durante o acompanhamento da estabilidade
das amostras. TO (inicial), T1 (30 dias), T2 (60 dias), T3 (90 dias). Amostras fermentadas (Fermentada),
fermentadas e posteriormente pasteurizadas sob os pardmetros 69°-30 min (Pasteurizada 1), e sob os
parametros 65°-30 min (Pasteurizada 2) e pasteurizadas sob o segundo pardmetro acondicionada em
lata (Lata). * compara a variacdo da mesma amostra em relacdo ao tempo anterior, *** compara a
amostra analisada com o suco fermentado, **** compara a amostra analisada com o suco fermentado
e pasteurizado sob os parametros 1, # compara os acondicionamentos, em garrafa de vidro e em lata
de aluminio (p < 0,05 Teste t de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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A amostra mantida em temperatura ambiente revelou concentragdo idéntica a lata
mantida refrigerada (Refrigerada = 9,0+0,29; Ambiente = 9,010,22).

Figura 8 - Comparacédo do teor de fendlicos (pg/1000mL). T3 (90 dias). Amostras fermentadas e
posteriormente pasteurizadas sob os pardmetros 69°C-30 min acondicionadas em lata de aluminio
refrigeradas (Refrigeradas) e mantidas em temperatura ambiente (Ambiente). Os dados s&o expressos
como média + erro padrao da média. # compara os acondicionamentos, em garrafa de vidro e em lata
de aluminio (p < 0,05 Teste T de Student, ndo-pareado, bicaldal).
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7. Concluséo e Perspectivas Futuras

Os resultados permitiram concluir que a pasteurizacdo pode ser efetiva no atrasado
da deteriorac@o do suco de uva tinto integral fermentado com kefir, prolongando seu prazo de
validade. As amostras pasteurizadas sob os parametros 1 (69°C-30min), mostrou
comportamento adequado nos parametros fisico-quimicos, porém nao houve crescimento
microbiano, as amostras pasteurizadas sob os parametros 2 (65°C-30min) acondicionadas
em lata ndo apresentou crescimento microbiano nem variagé@o significativa nos parametros
avaliados, revelando baixa atividade microbiana, sendo assim, as amostras pasteurizadas sob
0s parametros 2 (65°C-30min) acondicionadas em garrafa de vidro foi a que demonstrou
melhores resultados, com contagem microbioldgica crescente e degradacao relativamente
baixa. Contudo, é necessario o reajuste do processo para que uma quantidade viavel de
microorganismos permanecgam Vvivos e o teor alcéolico ndo ultrapasse a 0,5% até o final do

tempo de validade.
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