SILVIA TORRES TEIXEIRA

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DO QUEFIR DE AGUA

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa  de Pés-Graduagéao em
Bioguimica Aplicada, para obtencdo do
titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2018



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

Teixeira, Silvia Torres, 1970-

T2660 Otimizacdo da producao do quefir de dgua / Silvia Torres
2018 Teixeira. — Vicosa, MG, 2018.

xv, 78 f. :1l. ; 29 cm.

Inclui anexo.

Orientador: Teixeira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréficas: f. 68-75.

1. Kefir de 4gua. 2. Bioquimica. 3. Carboidratos. 4. Acido
acético. 5. Leveduras. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Programa de
P6s-Graduacdo em Bioquimica Aplicada. II. Titulo.

CDD 22. ed. 572.49




SILVIA TORRES TEIXEIRA

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DO QUEFIR DE AGUA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacéo em Bioquimica Aplicada, para
obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2018.

W % M/] Ciikoii R

/ Wiltoh Soares Cardoso Vania Mayumi Nakajima

Filippe Elias de Freitas Soares ~ Anaifis Mendes Coelho
(Coorientador) (Coorientadora)




A Deus...

Aos meus pais...

... que sao o esteio da minha vida.
Aos meus irmaos...

Aos meus amigos...

.. por tudo que representam em minha vida.



AGRADECIMENTOS

Ao meu pai, por me ajudar a comegar de novo e por me ensinar o valor da
persisténcia; o exemplo de um grande profissional na minha vida.

A minha mae, que me deu amor, coragem e suporte para seguir em frente
nesta nova fase, e por ser o exemplo de feé.

A professora Ana Vladia Bandeira Moreira, por me acolher e abrir as primeiras
portas dessa nova fase da minha vida profissional e me ajudar a encontrar o
meu lugar dentro da area da pesquisa.

Ao professor José Humberto de Queiroz, por abrir as portas do seu laboratorio
e me conceder a oportunidade de aperfeicoar o0 meu conhecimento com
experiéncias valiosissimas.

A professora Ana iris Mendes Coelho, por disponibilizar o seu laboratério para
a realizacdo de parte desse estudo e sempre atender as minhas duvidas com
profissionalismo e dedicacdo. Sua sensibilidade a torna um exemplo do
profissional da educag&o para mim.

Ao professor Lukasz Marcin Grzeskowiak, pelo profissionalismo e dedicagcao
em me apoiar no desenvolvimento do meu projeto. Sua sensibilidade o torna
um exemplo do profissional da educagéo para mim.

Ao professor Filippe Elias de Freitas Soares, pelo apoio integral e fundamental
no desenvolvimento desse trabalho.

A professora Vania Mayumi Nakajima, pela enorme competéncia em me ajudar
a finalizar este trabalho e pelo apoio emocional tdo necessério nesta reta final.
Sua sensibilidade a torna um exemplo do profissional da educag&o para mim.

A querida colega Isadora Ferreira da Silva, pela valiosa contribuicdo dada ao
longo deste trabalho.

Aos queridos colegas do laboratério, Angélica, Carlos, Gabriela, Isadora,
Marcos, Natalia, pelo apoio e amizade que carregarei para sempre na minha
histéria.

As queridas técnicas Larissa e Renata, por me apoiarem com profissionalismo
e dedicacdo em seus laboratérios e pela amizade que ficara para sempre em

minha histéria.



Aos funcionarios do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, em
especial ao Eduardo, Marco Aurélio e Priscila pelo profissionalismo e
dedicacao que foram fundamentais para concluir este trabalho.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concessao da bolsa de doutorado.

Ao Programa de Pés-Graduacao em Bioquimica Aplicada, pela oportunidade
concedida.

A Universidade Federal de Vigosa, que carrego com carinho no meu coracdo
por fazer parte de toda a minha vida, especialmente neste recomeco.



“Have no fear of perfection. You'll never reach it.”
Salvador Dali

Vv



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

LISTA DE TABELAS

Niveis da variavel fonte de carboidrato analisada no teste

preliminar

Niveis das variaveis analisadas em cada uma das etapas

de delineamento

Médias das concentragdes de carboidratos residuais
(sacarose, glicose e frutose), pH final em funcdo do

tempo de fermentagéo do quefir de agua.

Médias dos conteudos de proteina e de cinzas em cada

fonte de carboidrato estudada

Consumo de glicose e frutose na bebida do quefir de

agua fermentada em 24, 48 e 72 horas.

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de

etanol

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre aconcentragcédo de
acido acetico

Andlise dos fatores estudados no planejamento

estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de

sacarose

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de

glicose

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de

frutose

.14

.16

.19

.24

. 26

. 30

. 31

. 31

. 32

. 32

Vi



Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre o teor de carboidratos

totais nas amostras

Segundo delineamento (Ajustado) com 13 corridas
usadas para tracar as superficies de resposta com a
aplicacao de duas variaveis (temperatura e pH inicial),
cada uma com cinco niveis, e seus respectivos valores
de etanol, acido acético, carboidratos residuais
(sacarose, glicose e frutose) e contagem de células

viaveis de leveduras.

Andlise de varidncia para a equagao-resposta
desenvolvida a partir das concentracbes de etanol, acido
acético e carboidratos residuais (sacarose, glicose e

frutose) no meio.

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de
glicose

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre a concentracdo de

etanol

Andlise dos fatores estudados no planejamento
estatistico Plackett-Burman sobre aconcentragcdo de

acido acético

Terceiro delineamento (28 a 38°C) com 20 condicbes de
fermentacdo usadas para tracar as superficies de
resposta com a aplicagdo de trés variaveis (agucar
mascavo, tempo e pH inicial), cada uma com cinco
niveis, e seus respectivos valores de etanol, acido
acético, glicose, frutose e contagem de células viaveis de

leveduras.

P. 33

P. 34

P. 35

P. 41

P. 41

P. 42

P. 43

vii



Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Andlise de varidancia para as equacdes-respostas
desenvolvida a partir das concentragcbes de etanol, acido

acético, glicose e frutose no meio.

Quarto delineamento (Estreitado) com 20 condigdes de
fermentacdo usadas para tragcar as superficies de
resposta com a aplicacdo de trés variaveis (agucar
mascavo, tempo e pH inicial), cada uma com cinco
niveis, e seus respectivos valores de etanol, acido
aceético, glicose, frutose e contagem de células viaveis de

leveduras.

Andlise de variancia para as equacgdes-respostas
desenvolvidas a partir das concentracbes de etanol,

acido aceético, glicose e frutose no meio.

Micro-organismos isolados dos graos do quefir de agua e

leite

P. 44

P. 57

P. 58

P.76

viii



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

LISTA DE FIGURAS

Os graos do quefir de agua utilizados para a realizacao
deste estudo de otimizacédo (A) comparados com aqueles
obtidos de uma fermentagéo caseira de referéncia (B)

Concentracdes de acido acético (A) e etanol (B) no meio

fermentado com quatro fontes de carboidrato diferentes

Superficies de resposta da producdo de etanol (A) e
acido acético (B) no processo de fermentagdo do quefir

de agua em funcao da temperatura e do tempo

Superficies de resposta da concentracdo de sacarose
(A), glicose (B) e frutose (C) durante o processo de
fermentacdo do quefir de dgua em fungao do pH inicial e

temperatura.

Superficies de resposta da producéo de etanol durante o
processo de fermentacao do quefir de agua. (A) pH inicial
vs agucar mascavo. (B) pH inicial vs tempo. (C) agucar

mascavo vs tempo.

Superficies de resposta da producdo de &cido acético
durante o processo de fermentacdo do quefir de agua.
(A) agucar mascavo vs pH inicial. (B) tempo vs pH inicial.

(C) agucar mascavo vs tempo.

Superficies de resposta da concentracdo de glicose
durante o processo de fermentacdo do quefir de agua.
(A) pH inicial vs agucar mascavo. (B) pH inicial vs tempo.
(C) agucar mascavo vs tempo.

P. 20

P. 22

P. 37

P. 38

P. 46

P. 47

P. 48



Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Superficies de resposta da concentracdo de frutose
durante o processo de fermentacdo do quefir de agua.
(A) acucar mascavo vs pH inicial. (B) pH inicial vs tempo.

(C) agucar mascavo vs tempo.

Superficies de resposta da produgdo de etanol no
processo de fermentacao do quefir de agua. (A) pH inicial
vs agucar mascavo. (B) tempo vs pH inicial. (C) agucar

mascavo vs tempo.

Superficies de resposta da producao de acido acético no
processo de fermentagdo do quefir de agua. (A) agucar
mascavo vs pH inicial. (B) pH inicial vs tempo. (C) aguar

mascavo vs tmepo.

Superficies de resposta da concentracdo de glicose
durante o processo de fermentacdo do quefir de agua.
(A) agucar mascavo vs pH inicial. (B) tempo vs pH inicial.

(C) tempo vs agucar mascavo.

Superficies de resposta da concentracdo de frutose
durante o processo de fermentagdo do quefir de agua.
(A) agucar mascavo vs pH inicial. (B) tempo vs pH inicial.
(C) tempo vs acucar mascavo.

P. 49

P. 61

P. 62

P. 63

P. 64



RESUMO

TEIXEIRA, Silvia Torres, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2018.
Otimizacdo da Producdo do Quefir de Agua. Orientador: José Humberto de
Queiroz. Coorientadores: Ana Iris Mendes Coelho, Filippe Elias de Freitas Soares e
Lukasz Marcin Grzeskowiak.

Dados sugerem que a bebida do quefir de agua com menor acidez e concentragao
de etanol recebe a preferéncia dos consumidores. No entanto, informacdes
referentes a otimizacdo das caracteristicas fisico-quimicas da bebida permanecem
escassas. Por esta razao, nos testamos a influéncia de seis variaveis independentes
sobre o processo de fermentacdo do quefir de agua para identificar aquelas que
influenciam significativamente as concentragbes de etanol, acido acético e
carboidratos residuais na bebida. Nés também analisamos a variagdo das células
viaveis de leveduras sob as diferentes condi¢cdes de fermentagdo com o intuito de
aumentar o potencial probiético da bebida, ja que essas espécies tém a habilidade
de resistir o pH acido e os sais biliares do trato gastrointestinal. As condi¢des de
fermentacao foram estabelecidas de acordo com o planejamento Plackett-Burman e
Superficie de Resposta. As analises fisico-quimicas foram realizadas segunda a
metodologia da AOAC 2002 e por CLAE. A concentragdo do agcucar mascavo, a
temperatura, o tempo de fermentacdo e o pH inicial foram as variaveis que
influenciaram significativamente os parametros estudados. Os resultados indicaram
uma condi¢édo de fermentacao que leva a obtencao de uma nova bebida do quefir de
agua com um menor conteudo de acido acético, possibilitando a sua maior aceitacao
sensorial. A mesma condicdo também resulta em um menor conteudo de
carboidratos residuais, tornando a bebida mais adequada para individuos com dieta
de restricdo calorica. A contagem de células viaveis de leveduras foi maior com esta
técnica de producédo em relacdo a tradicional, 0 que aumenta o potencial probiético
da bebida. Este estudo é o primeiro a analisar as variagbes fisico-quimicas e
microbiolégicas da bebida do quefir de dgua produzida sob diferentes condicdes de
fermentacdo. Os resultados encontrados possibilitaram o desenvolvimento de uma
patente (BR 10 2018 003540 1) que descreve a nova técnica de producao e a nova
bebida do quefir de agua com menor valor calérico, maior potencial probidtico e
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maior possibilidade de aceitagdao pelo consumidor. Estudos adicionais sao

necessarios para confirmar essas vantagens.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Silvia Torres, Universidade Federal de Vigosa, February, 2018.
Optimization of Water Kefir Production. Advisor: José Humberto de Queiroz. Co-
Advisors: Ana iris Mendes Coelho, Filippe Elias de Freitas Soares and Lukasz
Marcin Grzeskowiak.

Data suggest that consumers prefer water kefir beverages with the least acidity and
ethanol concentration. However, information regarding the beverage’s
physicochemical optimization is scarce. Thus, we tested the influence of six
independent variables to identify those that significantly influence ethanol, acetic acid
and residual carbohydrate concentrations in the beverage. We also evaluated viable
yeast cell variation under different fermentation conditions to increase the beverage’s
probiotic potential, once these species can resist gastrointestinal low pH and bile.
The fermentation conditions were established according to Plackett-Burmann
designs and Response Surface methodology. Physicochemical analyses were
carried out according to AOAC 2002 methodology and by HPLC. Muscovado sugar
concentration, temperature, fermentation period and initial pH value were the
variables that significantly influenced the studied parameters. Our results indicated
one fermentation condition that leads to the production of a new water kefir beverage
with lower acetic acid content, enabling better sensory acceptability. The same
conditions also led to a lower residual carbohydrate content, which makes the
beverage more suitable for individuals under caloric restriction diet. The viable yeast
cell counting was higher compared to the traditional preparation technique, what can
enhance the beverage’s probiotic potential. This is the first study to analyze the
physicochemical and microbiological variations of water kefir beverage produced
under different fermentation conditions. These findings enabled us to file a patent
application (BR 10 2018 003540 1) on the new production technique and on the new
water kefir beverage with less acetic acid and residual carbohydrate concentrations
and higher viable yeast counting. Further studies are necessary to support these
advantages.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de uma nova fronteira na ciéncia da nutricdo vem expandindo
0s conceitos antigos do mundo ocidental sobre o uso dos alimentos além da ideia de
sobrevivéncia, satisfacdo da fome e prevencao de efeitos adversos. A énfase é em
direcdo a promocao do bem-estar, de um melhor estado de saude e da reducao dos
riscos de doengas. Um forte crescimento esta ocorrendo em muitas categorias de
alimentos com alegagcdo de propriedade funcional e algumas das areas mais
dindmicas incluem os iogurtes probioticos e sucos (Granato et al., 2010). Produtos
probidticos lacteos sdo mais populares nos paises desenvolvidos do ocidente e, por
isto, mais de 78% das vendas atuais de probiéticos no mundo sao feitas sob a forma
de iogurtes (Kandylis et al., 2016). Todavia, a crescente preocupagdo com a
intolerancia a lactose e alergias a proteina do leite, bem como o elevado conteudo
de colesterol e acidos graxos saturados contidos nos alimentos lacteos esta
causando uma permuta no mercado em direcdo aos alimentos nao lacteos (Kumar
et al., 2015). Este movimento combinado com a crescente tendéncia ao
vegetarianismo, bem como o uso limitado de produtos lacteos na dieta de diversos
paises, especialmente na Asia e na Africa, tem tornado o desenvolvimento de
produtos probidticos nao lacteos uma necessidade (Kandylis et al., 2016).

O desenvolvimento de novos produtos probiéticos ndo lacteos tem sido
considerado cada vez mais desafiador, uma vez que precisa responder as
expectativas do consumidor por produtos que sdo simultaneamente saborosos e
saudaveis (Shah, 2007 apud Granato et al., 2010). De acordo com Jousse (2008,
apud Granato et al., 2010), a criagdo de novos produtos alimenticios se resume
essencialmente em um problema de otimizacao para gerar a melhor formulagéo.

O quefir de agua € uma bebida nao lactea fermentada com alegagcéo de
diversos beneficios a saude advindos do seu conteudo probiético (Schneedorf et al.,
2012). Contudo, seu potencial funcional ainda nao foi cientificamente fundamentado
(Waldherr et al., 2010). Seu consumo esta crescendo lentamente por ser uma
alternativa similar ao quefir de leite, um fermentado lacteo amplamente conhecido
como excelente fonte de probi6ticos com propriedades benéficas a saude (Fiorda et
al., 2017).



Embora as bactérias laticas e as bifidobactérias sejam os Micro-organismos
mais amplamente estudados em busca de propriedades probitticas (Diosma et al.,
2013), a aplicacdo de leveduras como suplemento probidtico esta ganhando
relevancia (Fleet e Balia, 2006). A habilidade das leveduras de aglutinar patégenos e
resistir ao pH acido e aos sais biliares do trato gastrointestinal estdo entre os
critérios mais relevantes para a pré-selecao de probibticos (Diosma et al., 2013).
Além da Saccharomyces boulardii, € provavel que existam outras cepas de
Saccharomyces de origem ambiental ou agroindustrial com propriedades funcionais
(Cassanego et al.,, 2015). Dentre os géneros de leveduras mais comumente
utilizados para o consumo animal e humano estdo a Saccharomyces, a Candida e a
Kluyveromyces, géneros comumente presentes nos graos do quefir de agua
(Diosma et al., 2013). Assim sendo, o quefir de dgua € uma fonte promissora de
novas cepas de leveduras para o desenvolvimento de uma nova bebida probibtica
nao lactea (Diosma et al., 2013; Cassanego et al., 2015).

O quefir de agua é mais consumido no México e no Brasil em escala caseira
(Magalhées et al., 2010), mas ja comegou a ser produzido por pequenas empresas
no mercado americano, a maioria das quais é vendida em lojas de produtos para a
saude (Marsh et al., 2014). Todavia, o quefir de agua ainda tem a sua producao
industrial limitada devido ao seu processo de fermentacao instavel, que resulta em
bebidas com qualidades organolépticas variaveis que frustra as expectativas dos
consumidores contemporaneos (Laureys et al., 2017). O baixo crescimento dos seus
graos também é outra razao da limitada fabricacdo da bebida, um obstaculo que
prejudica o seu reaproveitamento (backslopping) em sucessivos lotes da bebida
(Laureys et al., 2017).

Ainda em 1989, Pidoux et al. (1989) sugeriram a aplicacdo dos grdos do
quefir de agua na fabricagcdo de bebidas fermentadas com qualidades sensoriais
melhoradas (Pidoux et al., 1989). Atualmente, outros substratos nao lacteos além do
acucar mascavo tém sido testados em laboratério, como mel, frutas e legumes, para
a criagao de fermentados diferenciados (Randazzo et al., 2016; Corona et al., 2016;
Fiorda et al., 2016a, 2016b). No entanto, os dados referentes a otimizacao da bebida
sS40 escassos em comparacao com o quefir de leite (Laureys e Vuyst, 2014; Fiorda
et al., 2017). Ainda sdo necesséarias pesquisas adicionais sobre as propriedades

2



microbiolégicas, funcionais e tecnoldgicas do quefir de agua para a producao de
novos produtos probidticos (Fiorda et al., 2017).

NoOs avaliamos as variaveis independentes que influenciam a produgédo de
etanol, &cido acético e carboidratos residuais na bebida do quefir de agua para
aumentar a sua aceitagao e disponibilizar a bebida no nicho de alimentos com
restricdo caldrica. Nés também analisamos a variagdo das células viaveis de
leveduras sob as diferentes condi¢gdes de fermentacado, ja que o aumento dessas
espécies com habilidade de resistir ao pH acido e aos sais biliares do trato
gastrointestinal pode aumentar o potencial probiético da bebida (Garcia-Hernandes
et al., 2012).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Identificar as variaveis que influenciam a fermentagéao do quefir de 4gua e que

modificam as caracteristicas fisico-quimicas da bebida

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar o tipo de carboidrato que leva a reducdo das concentracdes de
etanol, acido acético e carboidratos residuais na bebida

o |dentificar as varidveis que influenciam as concentra¢cdes de etanol, &cido
acético e carboidratos residuais na bebida

e Analisar a variagédo do crescimento das leveduras na bebida de acordo com a
variacao das condi¢des de fermentacao

o Estabelecer os niveis 6timos de produ¢do de uma nova bebida do quefir de
agua com menores concentracbes de etanol, acido acético e carboidratos

residuais, bem como maior contagem de células viaveis de leveduras



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Quefir de agua

O termo quefir € mais conhecido para designar um leite fermentado com
cultivos acido-laticos elaborados com graos de quefir, Lactobacillus kefir, espécies
dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producdo de &cido
lactico, etanol e di6xido de carbono (Instrucdo Normativa n° 46 de 23/10/2007).
Contudo, existe outro tipo de quefir menos popular que produz uma bebida
fermentada sem lactose e que tem recebido atencédo crescente dos cientistas nos
ultimos anos (Paiva et al., 2016). Conhecido por quefir de agua, este quefir € muito
similar ao de leite em termos de estrutura fisica, microbiolégica e dos produtos finais
formados durante a fermentacao (Fiorda et al., 2017). Semelhantemente ao quefir de
leite, os graos do quefir de agua consistem de um complexo conglomerado de
bactérias e leveduras incorporadas em uma matriz de exopolissacarideo, chamada
dextrana (Garrote et al., 2001). As espécies isoladas de ambos os quefires sédo
mostradas no anexo.

A origem dos graos do quefir de agua é incerta. Segundo Beijerinck (1889
apud Pidoux, 1989), soldados britanicos trouxeram para a Inglaterra grédos de
morfologia semelhante, denominados “gingerbeer plant’, da guerra da Criméia em
1885. No entanto, outros autores relatam que os graos também sao conhecidos por
“California bees” (Kleber, 1921 apud Pidoux, 1989) e “tibi” ou “complexo tibi” que
supostamente derivaram das folhas da Opuntia mexicana (Lutz, 1899 apud Pidoux,
1989; Daker et al., 1938; Moinas et al., 1980). Por estas razdes, a ideia de multiplas
origens para o quefir de agua é plausivel (Leroi e Pidoux, 1993; Fiorda et al., 2017).

A bebida fermentada pelo quefir de dgua é tradicionalmente preparada pela
imersao dos seus graos em um meio contendo agucar mascavo nao organico que é
fermentado a temperatura ambiente por um tempo que varia entre 12 horas a quatro
dias (Reib et al., 1990; Gulitz et al., 2011; Marsh et al., 2013; Laureys e Vuyst, 2014;
Laureys et al.,, 2017). O meio de cultura é suplementado com frutas secas ou
frescas, preferencialmente figos, que provém minerais adicionais e sabor (Reib et
al., 1990; Marsh et al., 2013; Laureys et al., 2017). Ao completar o tempo de
fermentacdo, os grdos sdo separados da bebida com o auxilio de uma peneira e
reintroduzidos em um novo meio contendo agucar mascavo (Laureys et al., 2017). A
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bebida resultante é acida e alcodlica, levemente gaseificada e com aspecto
ligeiramente turvo (Reib et al., 1990; Stadie et al., 2013; Puerari et al., 2012;
Schneedorf et al., 2012; Marsh et al., 2013; Laureys e Vuyst, 2014, 2014b).

Acredita-se que o quefir de agua forneca as vantagens probidticas dos Micro-
organismos presentes nos seus graos, ja que algumas bactérias e leveduras que
podem compor 0 seu consorcio sdo reconhecidas como probidticas (Marsh et al.,
2013; Alsayadi et al., 2013; Randazzo et al., 2016). O quefir de 4gua também possui
o potencial para fornecer as vantagens das moléculas bioativas (polipeptidios,
polissacarideos, acidos organicos e outros compostos) produzidas por esses Micro-
organismos, que sao capazes de auxiliar na manutencao da saude (Alsayadi et al.,
2013; Stadie et al., 2013; Fiorda et al., 2017).

3.2. Composigcdo da microbiota do quefir de agua

Estudos utilizando técnicas moleculares (eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE), analise de restricaio do DNA ribossomal amplificado,
metagendmica) tém mostrado que os Micro-organismos predominantes nos graos do
quefir de &agua sdo lactobacilos (108 UFC/g), leveduras (106 a 107 UFC/g)
(Magalhées et al., 2010; Waldherr et al., 2010; Miguel et al., 2011; Gulitz et al., 2013;
Marsh et al., 2013; Stadie et al., 2013; Laureys et al., 2016; Fiorda et al., 2017) e
bactérias acéticas que normalmente variam de quantidades negligenciaveis
(Franzetti et al., 1998) até quantidades maiores do que 108 UFC/g (Gulitz et al.,
2011). Recentemente, duas espécies de bifidobactérias (Bifidobacterium
psychraerophilum e B. crudilactis) foram encontradas em amostras do quefir de agua
da Bélgica (Later et al., 2016) e da Alemanha (Gulitz et al., 2013). Nesta dltima, o
nimero de células viaveis da familia Bifidobacteriaceae nos graos foi de 10° a 108
UFC/g (GULITZ et al., 2013).

Embora tenha sido evidenciada uma elevada variabilidade no perfil
microbiano dos graos do quefir de diferentes paises, cepas comuns prevalecem, as
mais provaveis sendo do género Lactobacillus, Leuconostoc, Kluyveromyces e
Acetobacter (Schneedorf et al., 2012; Fiorda et al.,, 2017). Outros géneros

comumente encontrados incluem Streptococcus, Saccharomyces,



Zygosaccharomyces, Candida e Kloeckera (Rubio et al., 1993; Magalhaes et al.,
2010).

Outro estudo que isolou e identificou Micro-organismos dos graos de diversas
amostras do quefir de dgua adquiridos de oito regides diferentes do Brasil encontrou
predominancia das seguintes espécies de bactérias: Lactobacilllus kefiri,
Lactobacilllus casei, Lactobacilllus sunkii, Lactobacilllus helveticus, Gluconobacter
liquefaciens, A. lovaniensis e Bacillus cereus (Miguel et al., 2011). Dentre as
leveduras, as espécies predominantes foram S. cerevisiae, Zygosaccharomyces
fermentati, Yarrowia lipolytica, Candida valdiviana, Pichia cecembensis, Pichia
fermentans, Pichia caribbica, Pichia membranifaciens e Kazachstania aerobia. Os
resultados deste estudo apontaram que os graos advindos dos diferentes estados
brasileiros apresentaram um perfil de DGGE similar, sugerindo a presenca de um
consorcio microbiano robusto (Miguel et al., 2011).

Magalhaes et al (2010) também caracterizaram os Micro-organismos da bebida
de uma amostra de quefir de agua obtido em Lavras, MG, pela técnica do PCR-
DGGE. Apo6s 24 horas de fermentacdo, os seguintes géneros de bactérias foram
encontrados: Lactobacillus (108 UFC/g), Lactococcus (108 UFC/g), Leuconostoc (108
UFC/g) e Acetobacter (108 UFC/g). Dentre as leveduras (107 UFC/g), os géneros
encontrados foram Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea e Kazachstania. As
espécies bacterianas encontradas na bebida foram Lactobacilllus casei,
Lactobacilllus paracasei, Lactobacilllus paracasei subsp. paracasei, Lactobacilllus
paracasei subsp. tolerans, Lactobacilllus kefiri, Lactobacilllus buchneri, Lactobacilllus
parabuchneri, Lactococcus lactis, Leuconostoc citreum e Acetobacter lovaniensis. Ja
as espécies de leveduras foram Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) e

Kluyveromyces lactis.

3.3. Atividade fermentativa da microbiota do quefir de agua

O quefir de 4gua é uma bebida resultante da fermentacdo de um meio de
cultura composto somente por agucar mascavo, um ambiente que pode ser
considerado dificil para a associagdo microbiana do quefir por conter elevado
conteudo de sacarose e baixos niveis de aminoacidos, vitaminas e fatores de
crescimento. A habilidade do consércio do quefir de agua fermentar um meio pobre
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em nutrientes por varios anos sem modificar o balango dos diferentes Micro-
organismos ainda ndo esta bem explicada (Leroi e Pidoux, 1993). Wood e Hodge
(1985) acreditam que os exopolissacarideos que incorporam os Micro-organismos
sejam um fator importante na preservacdo do nicho ecoldgico da microbiota.
Todavia, a estabilidade da populacdo microbiana também tem sido atribuida a
simbiose entre as bactérias laticas e as leveduras dos graos (Ward et al., 1892 apud
Leroi e Pidoux, 1993). Sabe-se que, quando as bactérias laticas sao isoladas dos
graos do quefir de agua, elas sdo incapazes de crescer sozinhas em um meio
simples de acgucar. Entretanto, um estudo mostrou que lactobacilos e leveduras
isolados dos mesmos grdos e co-cultivados no proprio meio do quefir de agua
apresentaram maior crescimento celular (Stadie et al., 2013). Todavia, € dificil
delinear um panorama exato de interagcées passiveis de ocorrerem na associacao
devido a variedade de Micro-organismos envolvidos nos diferentes graos (Vuyst et
al., 2005; Farnworth, 2005; Gulitz et al., 2011). Acredita-se que as leveduras
exercam um papel fundamental no consércio do quefir de agua por serem capazes
de converter sacarose em glicose e frutose por meio da enzima invertase,
disponibilizando esses acucares redutores como metabdlitos livres para os outros
Micro-organismos (lkram-Ul-Haqg et al., 2007). Além disto, as leveduras também
provém vitaminas, amino4cidos e fatores de crescimento (Feuillat et al., 1977).

Nas primeiras horas de fermentacdo, o alto conteudo de sacarose pode
estimular o crescimento das espécies de leveduras com alta capacidade
fermentativa, tais como Hanseniaspora, Pichia e Lachancea (Fiorda et al., 2017),
semelhantemente ao que sucede no primeiro estagio de fermentacdo do vinagre,
antes das Saccharomyces dominarem (Morrissey et al., 2004). Desta forma, apesar
das bactérias laticas predominarem em maior numero nos graos, € a atividade
metabdlica das leveduras que prevalece no processo fermentativo do quefir de agua
(Laureys e Vuyst, 2014).

Por outro lado, Leroi e Pidoux (1993a) mostraram que pode haver uma
relacao entre o COz liberado pelas leveduras e o estimulo das bactérias laticas, ja
que foi comprovado que baixas concentracbes de CO:2 estimulam estas ultimas
(Stamer, 1979). Nas primeiras horas de fermentacdo do quefir de agua, é possivel
que pequenas quantidades de CO2 possam estimular o crescimento das bactérias
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laticas que, por sua vez, liberam acidos organicos que acidificam o meio e podem
servir de fonte de energia para as leveduras (Wood e Hodge, 1985). De fato, o co-
cultivo de lactobacilos e leveduras isolados dos graos do quefir de agua resultou no
maior crescimento das leveduras devido a acidificagdo do meio causada pela
liberacao de acidos orgéanicos pelos lactobacilos (Stadie et al., 2013).

A sacarificacdo e a simultanea fermentacao alcodlica também sado seguidas
pelo aparecimento de acido acético no meio (Reib et al., 1990), produzido
principalmente pelas espécies de bactérias acéticas. A equipe de Magalhaes (2010)
mostrou que o metabdlito aparece no meio logo nas primeiras horas de fermentagao
e aumenta ao longo do tempo. Parte do contedudo de etanol é convertida em acido
acético pelas bactérias do género Acetobacter (Magalhdes et al., 2010), ja que
essas espécies possuem a enzima alcool desidrogenase que transforma etanol em
acetaldeido (Beshkova et al., 2003). Magalhdes et al. (2010) mostraram que a
conversao de etanol ocorre 12 horas depois do inicio da fermentacdo, quando a sua
concentragdo comega a reduzir paralelamente ao incremento do acido acético. Na
fabricacdo do vinagre, Sengun e Karabiyikli (2011) acreditam que as cepas que
iniciam a acetificacdo sdo mais bem adaptadas ao meio com baixo conteddo de
acido acético e elevado conteudo de etanol. J4 as cepas que finalizam podem ser
aquelas mais tolerantes ao acido acético (Sengun e Karabiyikli, 2011).

3.4. Caracteristicas fisico-quimicas da bebida do quefir de agua

A composigdo da bebida do quefir de agua € um reflexo da atividade
metabdlica dos Micro-organismos que prevalecem durante a fermentagdo. Os
principais metabdlitos consistem de etanol (leveduras), diéxido de carbono
(leveduras), éacido latico (bactérias laticas), glicerol (levedura) e &cido acético
(leveduras, bactérias laticas, bactérias acéticas e bifidobactérias) (Laureys et al.,
2017).

Além do etanol e do di6xido de carbono, as leveduras podem liberar
pequenas quantidades de glicerol e acido acético. Todos os ésteres encontrados na
bebida também sdo associados ao metabolismo das leveduras e podem ser
responsaveis pelo seu aroma frutado (Luareys e Vuyst, 2014), os mais abundantes



sendo acetato de isoamila, hexanoato de etila, octanoato de etila e decanoato de
etila (Laureys et al., 2017).

Ja o &cido latico € o principal metabdlito produzido pelas espécies de
bactérias laticas, embora se acredite que pequenas quantidades de etanol e acetato
também sejam produzidas pelas espécies heterolaticas facultativas (como
Lactobacillus) e homolaticas (como Lactococcus). As espécies de bactérias laticas
heterofermentativas  facultativas (como Lactobacilllus casei, Lactobacilllus
harbidensis e Lactobacilllus kefiranofaciens) ainda sao capazes de produzir
pequenas quantidades de manitol a partir da frutose que se encontra elevada nas
primeiras horas de fermentacao (Laureys e Vuyst, 2014).

S&o escassos os dados na literatura referentes a testes sensoriais com a
bebida do quefir de agua. Um estudo que prové informacdo util em relagdo as
propriedades organolépticas do quefir de agua é o de Puerari et al. (2012). Os
autores diluiram polpa do cacau em agua destilada (1:1,5) - os sdélidos soluveis
foram ajustados para 12°B, inocularam o meio de cultura com 11% dos gréos do
quefir de agua e fermentaram-no em duas temperaturas diferentes, 10 e 25°C, por
48 e 72 horas. As bebidas finais foram submetidas ao teste de preferéncia de
provadores treinados. As preferéncias foram pelas bebidas com baixa
acidez/concentracdo alcodlica. As maiores aceitacbes foram pelas bebidas
fermentadas a 10°C em ambos os tempos (48 e 72 horas), em contraste com
aquelas fermentadas a 25°C nos mesmos tempos. Embora estas ultimas tivessem
recebido as menores aceitacdes, as rejeicdes nao foram extremas, sendo que 20%
aceitaram as bebidas.

O conteudo de etanol foi quase 40 vezes menor na bebida fermentada a 10°C
por 48 horas (~0,5 g/L) e 10 vezes menor na bebida fermentada a 10°C por 72 horas
(~4,5 g/L) em comparacao com aquelas preparadas a 25°C (~45,0 g/L em ambos os
tempos). O mesmo ocorreu com 0 acido acético, cuja concentracdo na bebida
fermentada a 10°C (~1,5 g/L em 48 horas e ~2,0 g/L em 72 horas) foi quase 10
vezes menor do que aquelas registradas para as bebidas fermentadas a 25°C (~10,5
g/L em ambos os tempos) (Puerari et al.,, 2012). De acordo com os autores, a
diferenca na composicao dos metabdlitos, a menor acidez e a baixa concentragéo
de etanol nas bebidas preparadas a 10°C podem ter sido responsaveis pela sua
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melhor aceitacdo (Puerari et al., 2012). Estes resultados sugerem que bebidas do
quefir de dgua com menores concentracbes de acidos orgéanicos, especialmente

acido acético, e etanol podem aumentar sua aceitagéo pelo consumidor.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Graos do quefir e manutencéo da cultura

Graos do quefir de agua foram gentilmente fornecidos pelos membros da
Oficina Pr6-Celiacos do Departamento de Nutricao e Saude da Universidade Federal
de Vicosa. Os graos foram propagados em condi¢des-padrdao por, no minimo, um
més antes da realizagdo do estudo, com o intuito de eliminar influéncias resultantes
do procedimento de cultivo do fornecedor. Para isto, os graos foram lavados com
agua destilada e inoculados (10% p/v) em um meio com agucar mascavo nao
organico (5% p/v) preparado com agua destilada e incubados a 28°C (B.O.D. MA
415, Marconi). A cultura em estoque foi mantida por transferéncia diaria do inéculo a
um novo meio contendo aglicar mascavo nao organico com o auxilio de uma peneira

plastica (18 mesh).

4.2. Analises fisico-quimicas

As fontes de carboidrato estudadas (agucar mascavo ndo organico, agucar
mascavo organico, caldo de cana e mel silvestre) tiveram seus teores de proteina e
cinzas quantificados conforme metodologia da AOAC 2002. O teor de proteinas foi
determinado segundo o método micro Kjeldahl para a quantificacado de nitrogénio
total. O teor de cinzas foi determinado por calcinagdo em mufla a 550°C. As anélises
foram realizadas em triplicata.

As quantidades de glicose e frutose consumidas no meio de cultura
fermentado separadamente com as quatro fontes de carboidrato foram calculadas
conforme descrito a seguir. Para cada fonte de carboidrato, foram calculadas as
quantidades de glicose e frutose liberadas no meio de cultura a partir da quantidade
de sacarose hidrolisada em cada tempo de fermentacéo (24, 48 e 72 horas). Estes
valores foram somados as quantidades de glicose e frutose livres pré-existentes no
tempo zero (TO) para se obter a quantidade total de ambos 0os monossacarideos
livres no meio de cultura em cada tempo. Em seguida, estes valores foram
subtraidos das quantidades de glicose e frutose livres que restaram no meio de
cultura ao final de cada tempo de fermentagdo. Os numeros finais corresponderam
as quantidades de glicose e frutose consumidas no meio de cultura em cada tempo
avaliado.
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Os meios de cultura preparados a partir das fontes de carboidrato
supracitadas e suas respectivas bebidas fermentadas tiveram os valores de seus
pHs determinados a temperatura ambiente, utilizando-se pHmetro digital (Tecnopon
Equipamentos Especiais, modelo mPA-210).

Os meios de cultura preparados a partir das fontes de carboidrato
supracitadas e suas respectivas bebidas fermentadas também tiveram suas
concentracdes de carboidratos totais (sacarose, glicose e frutose), bem como suas
concentragdes de etanol e acido aceético quantificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). O cromatografo utilizado foi da marca Shimadzu, modelo LC-
20AT (Shimadzu Corp., Japao), equipado com sistema de deteccao por indice de
refracdo. Sua coluna de exclusdo de ions (Rezex ROA-H* Phenomenex, 300 x 7,8
mm) foi operada a 30°C usando-se acido sulfurico 5 mM como fase moével com
vazao de 0,7 mL/min. Cada variavel foi identificada pela comparacdo dos seus
tempos de retencdo com os tempos de retencao de seus respectivos padrdes da
marca Sigma-Aldrich de grau HPLC. A quantificagdo das varidveis também foi
realizada usando-se curvas de calibracdo obtidas com seus respectivos padrdes da
marca Sigma-Aldrich de grau HPLC.

4.3. Contagem de leveduras

A contagem de células viaveis de leveduras foi realizada pela técnica de
plagueamento em superficie (spread plate), conforme descrito por Oliveria et al.
(2013). Uma aliquota de 0,1 mL de cada bebida foi diluida em triplicata em 0,9 mL
de solugao fosfato-salino (PBS) para produzir a primeira diluicdo (10-'), seguindo de
diluicoes decimais até 10-'8. Uma aliquota de 0,1 mL de cada diluigao foi inoculada
na superficie do meio BDA (Batata Dextrose Agar) acidificado com solugdo de acido
tartarico (10%) e espalhada pela superficie com o auxilio de uma al¢a de Drigalski
até que o excesso do liquido fosse absorvido. As placas de Petri foram invertidas e
incubadas a 25°C em estufa do tipo B.O.D. por trés a cinco dias. A contagem de
células viaveis de leveduras foi realizada em contador de colénias da marca
Phoenix, modelo CP 600 Plus.
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4.4. Estudos de otimizacao
4.4.1. Teste preliminar

A analise estatistica univariada envolve descrever a distribuicdo de uma unica
variavel, consistindo na maneira mais simples de se analisar a informacao e de fazer
a estimativa estatistica. Neste estudo, quatro fontes de carboidrato foram avaliadas
univariavelmente (Tabela 1) para se definir aquela que leva a menor producao de
etanol e acido acético na bebida, bem como a menor concentracado de carboidratos
residuais. As quantidades de agucar mascavo organico, caldo de cana e mel
silvestre usadas para preparar seus respectivos meios de cultura corresponderam
aquela necessaria para se obter a mesma concentragdo de carboidratos totais
presentes em um meio preparado com agucar mascavo nao organico a 5% (p/v).

Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

Tabela 1. Niveis da variavel fonte de carboidrato analisada no teste preliminar

Tipo de n°

o . o
Experimento condicoes Variaveis Siglas Q (%)
1 Aclcar mascavo nao organico AMN 5,0 (p/v)
) o 2 Acglcar mascavo organico AMO 5,4 (p/v)
Analise univariavel 4
3 Caldo de cana CCA 28,1 (v/v)
4 Mel silvestre MEL 6,0 (p/v)

Q = quantidade. Os meios foram acrescidos de 10% dos grdos do quefir de agua e incubados a 28°C sem
agitagcdo por 24,48 e 72 h

4.4.2. Placket-Burman

O delineamento por Plackett-Burman é usado para estudar os fatores
importantes que afetam uma resposta polinomial de primeira ordem. Este
delineamento foi usado neste estudo para estabelecer as variaveis que exercem
efeito significativo sobre a fermentagao da fonte de carboidrato selecionada no teste
preliminar.

Seis variaveis independentes (concentracdo da fonte de carboidrato e dos
graos do quefir de agua, temperatura, tempo de fermentacéo, pH inicial e velocidade
de agitacdo do meio) foram testadas quanto as suas influéncias sobre os seguintes
parametros da bebida fermentada pelo quefir de agua: concentracdo de etanol,
acido acético e carboidratos residuais (sacarose, glicose e frutose) (Tabela 2).
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Foi necessario realizar quatro delineamentos fatoriais para encontrar a melhor
faixa de temperatura e o0s niveis estreitos das variaveis independentes que
influenciam significativamente os parametros estudados para a produgcdo da nova
bebida do quefir de agua.

O software Minitab Release 15 foi usado para a andlise dos dados coletados
nos delineamentos. O numero de ensaios foi n+1 conforme o delineamento
experimental Plackett-Burman, em que n é o numero de variaveis. O ponto central foi
repetido cinco vezes para se estimar o erro. Na Tabela 2 podem ser observados os
delineamentos experimentais realizados para esta etapa. Cada linha representa um

experimento e cada coluna representa uma variavel independente.
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Tabela 2. Niveis das variaveis analisadas em cada uma das etapas de delineamento

nO

Tipo de Experimento L Variaveis Limites
condicoes
Primeiro Delineamento ; <
Temperatura entre 10 a 30°C Min.  Max.
1 Conc. agucar mascavo nao organico (%) 3 30
2 Conc. graos do quefir de agua (%) 3 15
3 Temperatura (°C) 10 30
Plackett-Burman 12 4 Tempo (h) o4 72
5 pH inicial 3,0 8,0
6 Velocidade de agitacao (rpm) 0 120
Segundo Delineamento: Ajustado . .
Temperatura entre 10 a 30°C Min.  Max.
1 Conc. aglcar mascavo nao organico (%) 1 5
2 Conc. graos do quefir de agua (%) 3 15
3 Temperatura (°C) 10 30
Plackett-Burman 13
4 Tempo (h) 12 36
5 pH inicial 3,0 5,0
6 Velocidade de agitagédo (rpm) 0 120
Superficie de Resposta Min. Max.
w 1 Temperatura (°C) 10 30
Central Composite 20 L
2 pH inicial 3,0 5,0
Terceiro Delineamento . .
Temperatura entre 28 a 38°C Min.  Max.
1 Conc. aglicar mascavo nao organico (%) 1 5
2 Conc. graos do quefir de agua (%) 3 15
3 Temperatura (°C) 28 38
Plackett-Burman 13
4 Tempo (h) 12 36
5 pH inicial 4,0 7,0
6 Velocidade de agitagéo (rpm) 0 120
Superficie de Resposta Min. Max.
1 Conc. aglicar mascavo nao organico (%) 1 5
Central Composite™* 20 2 Tempo (h) 12 36
3 pH inicial 4,0 7,0
Quarto Delineamento: Estreitado , .
Temperatura entre 28 a 38°C Min. Max.
L 1 Conc. agucar mascavo ndo organico (%) 2 4
(S:upertl'nc::le de Resg*osta 20 2 Tempo (h) 20 28
entral Composite 3 pH inicial 50 60

*A concentragdo do agucar mascavo ndo organico foi fixada em 5% (p/v), a concentragdo dos grdos do quefir de agua foi
fixada em 3% (p/p) e o tempo de fermentagdo foi fixado em 24 horas. **A temperatura foi fixada em 28°C e a
concentragdo dos grdos do quefir de agua foi fixada em 3% (p/v).
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4.5. Analise estatistica

No teste preliminar, os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo e a analise estatistica univariada foi realizada com ANOVA seguida do
teste de Tukey. Os resultados dos dois primeiros delineamentos Plackett-
Burman foram expressos a partir do valor obtido de somente uma amostra de
cada condicdo de fermentacdo. Os resultados do terceiro e quarto
delineamento Plackett-Burman foram expressos como meédia + desvio padrao
de amostras produzidas em ftriplicata. Todos os delineamentos foram
realizados utilizando-se o software Minitab 15. Este software também foi
utilizado para as analises multivariadas dos dados experimentais, as quais
foram realizadas com o teste f de Student ndo pareado. O software Design
Expert 7.0 foi usado para plotar os graficos de superficie de resposta. A
qualidade do ajuste do modelo de equacao polinomial de segunda ordem foi
expressa pelo coeficiente de determinagdo (R?). Em todos os testes

estatisticos, o nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste Preliminar

No teste preliminar nés avaliamos a influéncia de quatro fontes de
carboidrato (agucar mascavo nao organico, agucar mascavo organico, caldo de
cana e mel silvestre) sobre a concentracdo de etanol, acido acético e
carboidratos residuais (sacarose, glicose e frutose) na bebida fermentada em
trés tempos diferentes (24, 48 e 72 horas). A partir desta andlise, nés
identificamos a fonte de carboidrato que leva a produgdo das menores
concentragdes desses parametros na bebida.

Os dados mostram que as reducdes nas concentracdes de sacarose
foram acompanhadas pela rapida reducao dos valores de pH nas bebidas em
24 horas, seguida por uma redugdo mais lenta nas 48 e 72 horas seguintes
(Tabela 3). Assim, o pH final reduziu com o aumento do tempo de fermentacao
e as bebidas menos &cidas foram registradas em 24 horas.

O meio de cultura fermentado com acucar mascavo nao organico
apresentou os valores de pH final mais elevados nos tempos de 24 e 48 horas
e 0 meio com mel silvestre, os valores de pH mais baixos nos trés tempos. Os
meios de cultura fermentados com agucar mascavo orgéanico, caldo de cana e
mel silvestre exibiram valores finais de pH préximos de 3,30, valor que esta
associado ao baixo crescimento dos graos do quefir de agua, de acordo com
Laureys et al. (2017). Segundo os autores, esses valores devem ser evitados
porque podem prejudicar a manutencdo da amostra dos graos do quefir a longo
prazo, comprometendo seu reaproveitamento (backslopping) em lotes
sucessivos da bebida e, consequentemente, 0 seu controle de qualidade.

E importante mencionar que os valores de pH registrados pela nossa
equipe estavam abaixo daqueles descritos por outros autores nos trés tempos
estudados (Reib et al., 1990; Magalhaes et al., 2010; Laureys et al., 2017;
Fiorda et al., 2017). Isto pode ter sido devido a amostra do quefir de agua
utilizado no presente estudo, cujos granulos apresentaram dimensdes menores
do que a média descrita na literatura (Figura 1) (Moinas et al., 1980; Reib et al.,
1990; Diniz et al., 2003; Bergmann et al., 2010; Waldherr et al., 2010; Laureys
et al., 2017). Encontram-se na literatura relatos de que as dimensdes dos graos
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Tabela 3: Médias das concentragdes de carboidratos residuais (sacarose, glicose e frutose) e pH final em fungéao do

tempo de fermentacdo do guefir de égua.

oy Tompoly St G Twee a5 purna
TO 44,90 + 0,63 0,38 £ 0,042 0,41 £ 0,062 45,69 + 0,69 100 % 5,87 + 0,02Aa
24 h 22,77 £1,21b 3,61 +0,15¢2 7,14 £ 0,252 33,52 +1,52 27 % 3,66 +0,01Ba
AMN 48 h 18,82 + 0,26° 3,62 £ 0,072 10,83 +0,41° 33,27 £ 0,50 27 % 3,16 £ 0,03Ca
72 h 13,92 +1,38P 1,92 + 0,062 9,05 + 0,682 2489 +1,10 46 % 2,89 + 0,06P2
TO 50,36 + 0,162 0,53 + 0,032 0,42 £ 0,072 51,31 +0,18 100 % 5,31 £ 0,014p
24 h 40,87 +1,83¢ 440 +1,112 6,44 + 0,892 51,71 £ 0,88 0% 3,43 + 0,028
AMO 48 h 32,36 + 1,83¢ 4,40 + 0,062 7,40 £ 0,0042 4416 £ 1,27 14 % 3,10 + 0,01¢a
72 h 26,61 £1,77¢ 4,94 +0,19¢ 9,35 + 1,042 40,90 £ 0,90 20 % 2,89 + 0,08Pa
TO 40,14 £ 0,07¢ 3,92 + 0,39 7,90 + 0,05 51,96 £ 0,50 100 % 5,28 + 0,02A0
24 h 1,63 £ 0,222 5,44 + 0,952 19,70 £ 1,220 26,77 1,22 49 % 3,33 + 0,078
COA 48 h 1,07 £ 0,552 0,46 + 0,32 8,92 + 1,05ab 10,45 £ 1,91 80% 2,97 + 0,04¢b
72h 0,48 + 0,402 NDP 6,18 + 1,07 6,66 £ 1,11 87 % 2,91 + 0,05¢a
TO 3,67 +0,15d 16,95 + 0,40¢ 22,96 + 0,49¢ 43,58 + 1,04 100 % 4,08 + 0,02A¢
MEL 24 h 5,18 £ 0,142 13,12 + 0,68 19,08 + 1,020 37,38 £ 0,34 14 % 2,96 + 0,088¢
48 h 4,64 + 1,562 6,45 + 0,91¢ 16,59 + 2,64¢ 27,68 + 1,81 37 % 2,51 +0,06¢¢
72 h 4,26 + 0,422 2,57 £ 0,932 16,72 £ 0,63¢ 23,55 +1,07 46 % 2,29 + 0,050

CR = carboidratos residuais (g/L). P = percentagem de CR calculada a partir de TO. ND = ndo detectado. Os meios foram preparados com 5,0% de
AMN, 5,4% de AMO, 28,1% de CCA e 6,0% de MEL e as fermentagbes foram realizadas com 3% dos graos a 28°C. Os dados foram expressos
como média + desvio-padrdo. #PDiferengas significativas entre tempos para os mesmos grupos. #°Diferencgas significativas entre grupos para os
mesmos tempos. ANOVA seguida de teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 1: Graos do quefir de agua utilizados para a realizacao deste estudo de
otimizacédo (A) comparados com aqueles obtidos de uma fermentacéo caseira
de referéncia (B)

do quefir de agua variam de 3 a 35mm (Reib, 1990; Diniz et al., 2003;
Bergmann et al.,, 2010; Waldherr et al., 2010), porém os graos utilizados no
presente estudo variaram de 1 a 2 mm. Apesar destes graos terem sido
mantidos pela nossa equipe sob as condigdes descritas no item 5.1 (Graos do
quefir e manutengdo da cultura), suas dimensdes permaneceram menores do
que aquelas relatadas na literatura ao longo de todo o estudo.

Moinas et al. (1980) encontraram que o rompimento dos granulos €
determinado pela pressdo de CO2 advindo da fermentacdo alcodlica no seu
interior. Fermentagdes do quefir de dgua mantidas por periodos extensos,
como 72 horas ou mais (Moinas et al., 1980), favorecem a proliferacao das
cepas de Micro-organismos mais resistentes aos meios acidos, particularmente
as leveduras. O maior numero de leveduras no interior dos granulos pode levar
a uma taxa de fermentagdo acima do normal e ao rompimento excessivo dos
exopolissacarideos, resultando em granulos de tamanhos inferiores aqueles
relatados na literatura (Moinas et al.,, 1980). Assim sendo, a maior taxa de
fermentacdo possivel de ocorrer nos grédos do quefir de agua de menor
dimensao pode levar a maior liberacdo de COz2, acidificando o meio e podendo
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explicar os valores de pH final mais baixos registrados no nosso estudo. E
importante considerar que a temperatura de incubacao aplicada nesta fase
preliminar (28°C) também pode ter contribuido com esses valores mais baixos
de pH final, visto que, nos outros estudos, as temperaturas de incubagéao
variaram entre 21 a 25°C (Reib et al., 1990; Magalhaes et al., 2010; Laureys et
al., 2017; Fiorda et al., 2017). Além disto, 0 meio mais acidificado pode ter
estimulado as bactérias laticas a liberarem mais acidos organicos (Stadie et al.,
2013), o que pode ter contribuido para reduzir os valores de pH final no nosso
estudo.

Na bebida fermentada a partir do acucar mascavo nao organico, o
aumento na concentragdo de etanol atingiu seu pico em 48 horas, reduzindo
concomitantemente com aumento acentuado de acido acético em 72 horas
(Figuras 2A e 2B). Isto pode ser explicado pela acao das bactérias acéticas que
convertem etanol em acido acético, ja que essas espécies sdo capazes de
crescer em valores de pH entre 3,0 e 4,0 (Sengun e Karabiyikli, 2011).

A bebida preparada a partir do agucar mascavo n&o organico apresentou
concentracdes mais elevadas de etanol no tempo de 24 horas em comparacao
com aquelas registradas por Magalhaes et al. (2010), que também realizaram
um estudo fisico-quimico da bebida do quefir de agua em 24 horas. Os autores
dissolveram 5% de agucar mascavo em agua destilada, inocularam o meio de
cultura com 11% dos graos do quefir de agua e fermentaram-na a 25°C por 24
horas. A bebida final apresentou ~1,1 g/L de etanol (Magalhaes et al., 2010)
em contraste com ~2,8 g/L encontrados pela nossa equipe. A maior
fermentacao provavel de ocorrer com grdos do quefir de agua atipicamente
menores utilizados neste estudo e a diferengca entre as temperaturas de
incubagdo, maior no nosso teste preliminar (28°C) do que no estudo de
Magalhdes et al. (2010), podem explicar as diferengcas mencionadas no
conteudo de etanol.

A bebida fermentada a partir do caldo de cana exibiu concentragdes
significativamente maiores de etanol e acido acético entre todas as fontes de
carboidrato. O conteudo de etanol foi quase 10 vezes maior do que aquele

encontrado na bebida fermentada a partir do agicar mascavo nao organico no
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Figura 2: Concentracdes de (A) acido acético e (B) etanol no meio fermentado pelo

quefir de agua com quatro fontes de carboidrato diferentes

Os meios foram preparados com 5,0% de AMN, 5,4% de AMO, 28,1% de CCA e 6,0% de MEL e as
fermentagdes foram realizadas com 10% dos grdos do quefir de agua a 28°C. Os dados foram expressos
como média + desvio-padrdo. *BDiferencas significativas entre tempos para os mesmos grupos.
cDiferengas significativas entre grupos nos mesmos tempos. ANOVA seguida de teste de Tukey (p<0,05).

tempo de 24 horas. Nao houve diferenca significativa entre os valores de etanol
registrados em 24 e 48 horas de fermentagcdo no meio com o caldo de cana,
mas o valor diminuiu em 72 horas. Este perfil também pode ser explicado pela
acdo das bactérias acéticas que sao capazes de produzir elevadas
concentragdes de acido aceético a partir de um meio com elevado conteudo de
etanol (Sengun e Karabiyikli, 2011).

Ainda no tempo de 24 horas, o conteddo de acido acético foi quase 5
vezes maior na bebida fermentada a partir do caldo de cana do que aquele
registrado para as bebidas fermentadas a partir do agucar mascavo nao
organico, agicar mascavo organico e mel silvestre. Em 72 horas, o valor desse
metabdlito quase triplicou. A explicacdo para este fenbmeno pode estar no teor
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de sais minerais no caldo de cana. Varios minerais sdo importantes para o
metabolismo e o crescimento apropriados das leveduras. Entre os sais
minerais mais abundantes no caldo de cana, o fosforo e o magnésio se
destacam. O fésforo catibnico monovalente (P*) é essencial para a produgéo
de energia celular e a sintese de acidos nucléicos. Também é essencial para a
absorcao de carboidratos e a producao de etanol e ATP advindos da glicélise
(Souza et al., 2015). O magnésio, por sua vez, é o cation divalente (Mg?*) mais
abundante no ambiente intracelular. Ele € o cofator mais importante para mais
de 300 enzimas envolvidas em diferentes reacbes metabdlicas, como a sintese
de ATP e DNA (Souza et al., 2015). Na fermentagcdo, o magnésio € necessario
para a ativagdo de diversas enzimas glicoliticas e para proteger as leveduras
do estresse causado por fatores como etanol, temperatura alta e elevada
pressao osmotica. Acredita-se que a sua disponibilidade no meio de cultura
seja um pré-requisito para as leveduras alcancarem a maxima atividade
fermentativa, sendo que o monitoramento da sua concentracdo no mosto é
recomendado na producao industrial de etanol a partir da fermentacéo do caldo
de cana (Souza et al., 2015).

O caldo de cana pode conter 0,032% (g/mL) de fosforo e 0,096% (g/mL)
de magnésio (Souza et al., 2015) em contraste com 0,005% (g/g) de fésforo e
0,004% (g/g) de magnésio no acucar mascavo (Laboratério do Instituto
Ambroisse da Franca apud Oliveira et al., 2007) e 0,002% (g/g) de fésforo e
0,007% (g/g) de magnésio no mel silvestre (Marchini, 2005). No nosso estudo,
ao analisar as diluicbes realizadas para o preparo de cada meio de cultura
(Tabela 1), nota-se que o caldo de cana foi diluido somente 3,5 vezes, ao
passo que os agucares mascavos foram diluidos aproximadamente 20 vezes e
o mel silvestre, 16 vezes. Considerando que o caldo de cana continha quase 8
e 18 vezes mais cinzas do que os aglcares mascavos € 0 mel silvestre (Tabela

4), respectivamente, o meio com o caldo de cana pode ter favorecido o
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Tabela 4: Médias dos contetdos de Erotel'na e de cinzas em cada fonte de carboidrato

Fontes de , .
carboidrato  Froteina (%)  Cinzas (%)

AMN 0,82+0,27%°  0,86+0,01¢
AMO 0,22+0,01° 0,67+0,04°
CCA 1,17%0,11° 1,1610,04°
MEL 0,59+0,30®  0,03+0,01¢

Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo. #°Diferengas significativas entre grupos nos
mesmos tempos. ANOVA seguida de teste de Tukey (p<0,05).

metabolismo das leveduras com um conteudo muito mais elevado de sais
minerais com importantes atuac¢des na glicélise. Isto pode explicar a diferenca
na atividade metabdlica dos graos do quefir de agua no meio de cultura com
caldo de cana em relagéo as outras fontes de carboidrato, que resultou em um
rendimento muito maior de etanol no meio em todos os tempos avaliados e,
consequentemente, de acido acético.

Quanto ao teor de proteina, o caldo de cana continha até 5 vezes o teor
de proteina registrado para as outras fontes de carboidrato (Tabela 4), que
também pode ter favorecido o crescimento dos Micro-organismos e a producao
de etanol e acido acético muito além dos acucares mascavos e do mel
silvestre.

Todos estes fatores reunidos podem explicar as razées que levaram as
leveduras a produzirem muito mais etanol na bebida fermentada a partir do
caldo de cana nos trés tempos avaliados e, consequentemente, mais acido
acético convertido pelas bactérias acéticas.

As menores concentracdes de etanol e acido acético foram produzidas
pelos meios de cultura preparados com agucar mascavo organico e mel
silvestre em todos os tempos de fermentacdo, sem diferencas significativas
entre ambos. A Unica excecao foi no periodo de 72 horas em que 0s graos
produziram muito mais &cido acético no meio com mel silvestre. A analise do
consumo de agucares redutores mostra que o menor consumo de glicose e
frutose foi registrado para o meio fermentado com o agucar mascavo organico
(Tabela 5). Isto implica em fraca atividade fermentativa por parte das leveduras
que, por sua vez, reflete na atividade metabdlica das outras espécies,
resultando na baixa producdo de metabdlitos que conferem as caracteristicas
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fisico-quimicas da bebida final, bem como o seu potencial nutricional e
funcional. A explicacdo para este fenbmeno pode estar associada ao teor de
sais minerais e proteina mencionada anteriormente (Blateyron e Sabalayrolles,
2001). O agucar mascavo organico foi a fonte de carboidrato que apresentou a
menor percentagem de proteina (Tabela 4), quase quatro vezes menor do que
a do agucar mascavo ndo organico. A menor disponibilidade de nitrogénio no
meio pode ter dificultado a sintese de proteina e o crescimento celular
(Blateyron e Sabalayrolles, 2001), afetando o desempenho da microbiota e
levando a baixa produgcdo de etanol e acido acético nos trés tempos de
fermentacao, apesar do teor de sais minerais nao ter se apresentado tao baixo.

Ja o consumo de aguUcares redutores no meio com mel silvestre néo
apresentou diferenga significativa em relagdo ao meio com agucar mascavo
nao organico ao final de 72 horas de fermentacao. A producao de etanol, no
entanto, foi quase 2,5 vezes menor. O teor de proteina sozinho nao pode
explicar esse fendbmeno no meio com mel silvestre visto que n&o houve
diferenca significativa entre os teores de proteina entre 0 mel silvestre e o
acucar mascavo nao organico. E o teor de cinzas foi o menor para o mel
silvestre entre as quatro fontes de carboidrato estudadas, o que nao explicaria
o fenbmeno observado para o mel silvestre, da mesma forma. Todavia, os
dados mostram que o meio fermentado com mel silvestre exibiu as mais
elevadas concentracoes de glicose livre desde o inicio da fermentacao, cujo
consumo foi o principal responsavel pela reducao no conteudo de carboidratos
residuais (Tabela 3 e 4). A maior disponibilidade de glicose livre pode ter criado
competicdo entre bactérias e leveduras pelo mesmo substrato, resultando em
menor produgcédo de etanol no meio (Leroi e Pidoux, 1993). De fato, Leroi e
Pidoux (1993) encontraram que a producédo de etanol pela S. florentinus,
extraida dos graos do quefir de agua, é fortemente afetada pelo Lactobacilllus
hilgardii, extraido dos mesmos graos (Leroi e Pidoux, 1993). Este fendmeno foi

igualmente constatado por outros autores que atribuiram a causa ndo somente
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Tabela 5: Consumo de glicose e frutose do acgucar mascavo nao organico,
acucar mascavo organico, caldo de cana e mel silvestre durante a fermentacao

do guefir de égua

Font(.es de Tempo (h) Glicose Frutose Total
carboidrato (g/L) (g/L) (g/L)
24 h 8,39+0,76 4,90+0,83 13,29+1,582
AMN 48 h 10,45+0,13 3,27+0,41 13,7210,512
72 h 14,73+0,52 7,62+0,92 22,3511,362
24 h 1,11+1,04 0 1,1111,04°
AMO 48 h 5,60+0,65 2,27+0,68 8,07+1,33°
72 h 8,06+0,74 3,54+0,57 11,60+0,98°
24 h 18,70+1,06 9,91+2,83 28,61+3,89°
CCA 48 h 23,98+0,61 19,50+1,33 43,4711,93¢
72 h 24,74+0,21 23,66+2,25 48,40+2,41¢
24 h 3,85+0,45 3,90+0,75 7,74£0,30°
MEL 48 h 10,88+1,07 6,75+2,30 17,6413,38¢
72 h 14,87+0,91 6,73+0,83 21,59+1,08¢

Os meios foram preparados com 5,0% de AMN, 5,4% de AMO, 28,1% de CCA e 6,0% de MEL e as
fermentacées foram realizadas com 10% dos graos do quefir de dgua a 28°C. Os dados foram expressos
como média * desvio-padrdo. *BDiferencas significativas entre tempos para 0s mesmos grupos. &
¢Diferengas significativas entre grupos nos mesmos tempos. ANOVA seguida de teste de Tukey (p<0,05).

a competicao das espécies por glicose (Boidron, 19692, 1969b citados por Leroi
e Pidoux, 1993) mas também a presenca de acido latico ou acético no meio de
cultura (Noda et al., 1980 apud Leroi e Pidoux, 1993; Essia Ngang et al., 1990)
ou a lise acelerada da parede celular da levedura por enzimas bacterianas
(Lonvaud-Funel et al., 1988). Isto também pode explicar 0 maior consumo de
frutose pelas leveduras em 48 horas, sugerindo que as leveduras possam ter
desviado a producao de energia para a frutose na auséncia de glicose (Fiorda
et al., 2017).

A interferéncia da extrema acidez do meio com mel silvestre nos trés
tempos de fermentacdo também deve ser destacada. Entre todos os meios,
aquele preparado com o mel silvestre exibiu os valores mais baixos de pH a
partir do ponto zero (T0) (Tabela 3). As primeiras 24 horas registraram uma
rapida queda de 4,1 ao valor de 2,9, que seguiu reduzindo lentamente nas 48 e
72 horas seguintes a valores abaixo de 2,6. De acordo com Steinkraus e Morse
(1966), o pH é um dos fatores mais influentes na taxa de fermentagdo dos
hidroméis, cuja faixa ideal se estende de 3,7 a 4,6. Segundo os autores, a
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fermentacdo de uma amostra de hidromel com pH 2,9 é muito mais lenta do
que outra com pH 3,7 (Steinkraus e Morse, 1966). No nosso estudo, a extrema
acidez do meio de cultura ao longo dos trés tempos pode ter prejudicado a
atividade metabdlica das bactérias e das leveduras, tornando o processo
fermentativo lento e resultando em um contetudo de metabdlitos sem diferencas
significativas com aquele do agucar mascavo organico. A maior disponibilidade
de glicose livre pode ter resultado na maior producéo de acidos organicos pelas
bactérias laticas, o que pode ter contribuido com a reducao do pH ao longo do
tempo (Sengun e Karabiyikli, 2011).

Ainda vale ressaltar que o mel é uma matéria-prima que pode apresentar
consideravel variagdo em suas atividades fermentativas, dependendo da sua
qualidade, exibindo fermentagcédo lenta ou nenhuma fermentacdo quando o
meio de cultura ndo é suplementado com fatores de crescimento (Steinkraus e
Morse, 1966). E isto pode ter contribuido com a menor taxa de fermentacao do
meio com mel silvestre em relagdo aquele com o caldo de cana. Além disto, o
conteudo variavel de perdxido de hidrogénio enddégeno tem uma forte
correlacdo com a extensao de inibicdo do crescimento bacteriano do mel
(Segundo Brudzynski et al., 2011). Mesmo em solugfes altamente diluidas, as
bactérias ndo conseguem responder normalmente aos sinais proliferativos
quando o mel contém elevado conteudo de peroxido de hidrogénio e
permanecem coibidas. Além disto, o perdxido de hidrogénio no mel ainda é
capaz de reagir com complexos de melanoidinas-polifendis naturalmente
formados no rico ambiente quimico do mel. E os produtos advindos dessas
reacOes podem aumentar ou diminuir a capacidade oxidativa do perdxido de
hidrogénio (Brudzynski et al., 2011). A etapa de esterilizacdo dos meios de
cultura por autoclavagao realizada no nosso estudo pode ter interferido nesse
efeito do peréxido de hidrogénio.

O objetivo do teste preliminar foi o de selecionar a fonte de carboidrato
que leva a producdo de uma bebida do quefir de agua com menores
concentragdes de etanol, acido acético e carboidratos residuais. Visto que o
acucar mascavo organico resultou na menor taxa de fermentacao e o caldo de
cana na bebida com os maiores rendimentos de etanol e 4cido acético, ambas
as fontes de carboidrato foram descartadas da fase seguinte de delineamentos
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fatoriais. O mel silvestre também foi descartado porque levou a producéo de
um meio com elevada acidez em todos os tempos de fermentacdo, que pode
comprometer a manutencao e o reaproveitamento dos graos do quefir em lotes
sucessivos da bebida (backslopping).

A utilizacdo do acucar mascavo nao organico resultou em uma bebida
com baixa concentracdo de etanol e acido acético em 24 horas e com o pH
final mais elevado, acima do valor critico para o bom crescimento dos gréos.
Ainda vale mencionar que o menor tempo de fermentagéo (24 horas) associado
ao baixo custo do aglucar mascavo ndo organico proporcionam a melhor
relacdo custo/beneficio para a fabricacdo da bebida do quefir de agua em
escala industrial. Desta forma, o agucar mascavo ndo orgéanico foi a fonte de

carboidrato utilizada para os delineamentos fatoriais que se seguiram.

28



5.2. Delineamentos Fatoriais
5.2.1. Primeiro Delineamento
Temperatura entre 10 a 30°C

No primeiro experimento fatorial, ndés avaliamos a influéncia de seis
variaveis independentes (concentracdo do agucar mascavo e dos graos do
quefir de agua, temperatura, tempo de fermentacao, pH inicial e velocidade de
agitacao do meio) sobre a concentracao de etanol, &cido acético e carboidratos
residuais (sacarose, glicose e frutose) da bebida fermentada na faixa de
temperatura entre 10 a 30°C. As condicbes de fermentacdo foram
estabelecidas de acordo com o planejamento Plackett-Burman e Superficie de
Resposta. O modelo de regressédo teve sua significancia estatistica testada
pelo teste F e os resultados da regressao foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA).

Devido a amplitude dos intervalos minimos e maximos estabelecidos
neste primeiro delineamento (Tabela 2), n&o foi possivel obter uma equagéao
que explicasse a variagdo do acido aceético no meio, 0 que tornou este
delineamento fatorial inconclusivo. Desta forma, foi realizado um segundo
experimento fatorial em que se ajustou os niveis minimos e maximos de trés
das seis variaveis independentes para possibilitar o ajuste de uma equagéao
para todos os parametros avaliados.

5.2.2. Segundo Delineamento: Ajustado
Temperatura entre 10 a 30°C

O segundo experimento consistiu na repeticao do primeiro com 0s niveis
minimos e maximos das seguintes variaveis independentes ajustados:
concentracdo do agucar mascavo, tempo e pH inicial. Os resultados foram
obtidos a partir do resultado de uma Unica amostra produzida sob cada
condigdo de fermentacdo. As condigbes de fermentacao foram estabelecidas
de acordo com o planejamento Plackett-Burman e Superficie de Resposta. O
modelo de regressao teve sua significancia estatistica testada pelo teste F e os
resultados da regressao foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).
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Dentre os parametros avaliados, a contagem de células viaveis de
leveduras também foi realizada sob as mesmas condicoes de fermentacao
apresentadas pelo planejamento de Superficie de Resposta.

Os resultados mostram que a temperatura exerceu efeito significativo
(p<0,05) sobre a concentracao de etanol na bebida (Tabela 6), ao passo que
nenhuma variavel exerceu influéncia significativa sobre a concentracdo de
acido acético (Tabela 7). As concentragbes de sacarose, glicose e frutose
foram significativamente influenciadas (p<0,05) pela concentragdo do acgucar
mascavo, como era esperado, e pelo valor do pH inicial (Tabelas 8, 9 e 10).
Mas, a concentracdo dos carboidratos residuais somente foi significativamente

influenciada (p<0,05) pela concentragdo do agucar mascavo (Tabela 11).

Tabela 6. Analise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman
sobre a concentracao de etanol

Efeito Teste t P>|t

Acucar (%) 0,08417 0,51 0,634
Graos (%) 0,28753 1,73 0,144
Temperatura (°C)  0,63228 3,81 0,013
Tempo (h) 0,26680 1,61 0,169

pH inicial 0,06631 0,40 0,706

rpm -0,17184 -1,03 0,348
Constante 1,51 0,193

Teste t: é o valor das vardveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do
P-valor. R?: 0,81
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Tabela 7. Andlise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman
sobre aconcentracao de acido acético

Efeito Teste t P>|{|

Acucar (%) 0,2115 1,91 0,115
Graos (%) 0,1695 1,53 0,187
Temperatura (°C) 0,2804 2,53 0,053
Tempo (h) 0,1481 1,33 0,240
pH inicial 0,0699 0,63 0,556
rom 0,1250 1,13 0,311
Constante -2,32 0,068

Teste t: é o valor das varaveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do

P-valor. R?: 0,76

Tabela 8. Analise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman

sobre a concentragao de sacarose

Efeito Teste t P>|t

Agucar (%) 24,269 3,19 0,024
Graos (%) 7,046 0,92 0,397
Temperatura (°C) -9,861 -1,29 0,252
Tempo (h) -5,631 -0,74 0,493

pH inicial 30,647 4,02 0,010
rpm 3,695 0,49 0,648
Constante 4,88 0,005

Teste t: é o valor das vardveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do

P-valor. R?: 0,86
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Tabela 9. Analise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman
sobre a concentracao de glicose

Efeito Teste t P>|H

Acucar (%) 11,339 3,12 0,026
Gréos (%) -3,686 -1,02 0,357
Temperatura (°C) 4,526 1,25 0,268
Tempo 1,106 0,30 0,773

pH inicial -12,188 -3,36 0,020
rpm -5,431 -1,50 0,195
Constante 4,35 0,007

Teste t: é o valor das vardveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do
P-valor. R?: 0,84

Tabela 10. Andlise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman
sobre a concentracao de frutose

Efeito Teste t P>|t

Agucar (%) 12,836 3,06 0,028
Graos (%) -4,506 -1,08 0,331
Temperatura (°C) 7,794 1,86 0,122
Tempo (h) 2,067 0,49 0,643

pH inicial -18,670 -3,26 0,022
rpm -7,057 -1,68 0,153
Constante 5,32 0,003

Teste t: é o valor das vardveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do
P-valor. R?: 0,85
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Tabela 11. Analise dos fatores estudados no planejamento estatistico Plackett-Burman
sobre a concentracdo de carboidratos totais nas amostras

Efeito Teste t P>|{|

Acucar (%) 48,172 12,50 0,000
Gréos (%) -0,873 -0,23 0,830
Temperatura (°C) 2,185 0,57 0,595
Tempo (h) -2,185 -0,57 0,595

pH inicial 5,061 1,31 0,246
rem -8,521 -2,21 0,078
Constante 19,46 0,000

Teste t: é o valor das varaveis determinado pelo teste t de Student com 5% de probabilidade do nivel do
P-valor. R?: 0,97

A concentracado dos gréaos, o tempo de fermentacédo e a velocidade de
agitacdo do meio de cultura néo influenciaram significativamente (p>0,05) os
parametros avaliados. Assim sendo, a quantidade de grdos utilizada na
execucao das 13 condicdes de fermentagdo seguintes foi fixada no minimo
determinado para essa variavel neste experimento (3%), j& que o menor
volume dos grdos facilitaria sua manutencdo e manuseio durante o processo
de fabricacao em alta escala. O tempo de fermentagéo foi fixado em 24 horas,
visto que este € o tempo em que se obtém o crescimento maximo das
leveduras e dos lactobacilos (Leroi e Pidoux, 1993; Magalhaes et al., 2010;
Stadie et al., 2013) associado a menor producédo de etanol e acido acético na
bebida, conforme indicado pelo teste preliminar.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos do segundo delineamento
(Ajustado) realizado com 13 condicbes de fermentacdo, usadas para tracar as
superficies de resposta com a aplicagdo de duas variaveis (temperatura e pH
inicial) entre as trés determinadas pelo delineamento Plackett-Burmann. A
terceira variavel significativa, a concentracdo do agucar mascavo, foi fixada na
concentracdo maxima (5%) pelo fato do seu efeito ser diretamente proporcional
ao peso da biomassa do quefir de dgua (Pidoux et al., 1989), para garantir o

bom crescimento dos graos.
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Tabela 12. Segundo delineamento (Ajustado) com 13 corridas usadas para tragar as superficies de resposta com a aplicagéo de
duas variaveis (temperatura e pH inicial), cada uma com cinco niveis, e seus respectivos valores de etanol, acido acético,
carboidratos residuais (sacarose, glicose e frutose) e contagem de células viaveis de leveduras.

Condigoes T(C) pimcal sl Ao fedlen Secucse Glemse Fuise p T foveaus
1 10 3,0 1,92 0,26 5,49 17,66 21,85 3,03 8,91+0,01
2 30 3,0 2,10 0,34 30,50 6,33 8,17 2,86 6,34+0,04
3 10 5,0 11,20 0,76 2,59 15,81 26,61 2,88 7,62+0,01
4 30 5,0 11,57 0,82 13,51 11,30 20,19 3,32 12,09+0,03
5 6 4,0 4,34 0,36 0,13 18,92 25,96 2,82 8,98+0,02
6 34 4,0 5,29 0,69 23,39 8,61 13,02 3,64 11,02+0,01
7 20 2,6 1,44 0,24 26,07 7,82 11,11 2,53 7,54+0,02
8 20 5,4 15,83 1,01 10,35 11,40 23,24 3,07 7,90+0,02
9 20 4,0 4,34 0,14 21,12 9,67 14,21 3,34 8,22+0,01
10 20 4,0 3,78 0,15 21,10 9,66 14,24 3,38 7,64+0,04
11 20 4,0 4,64 0,00 19,63 10,25 15,11 3,37 8,12+0,01
12 20 4,0 4,85 0,00 20,28 10,00 14,71 3,39 7,76x0,02
13 20 4,0 4,67 0,00 20,46 9,90 14,65 3,41 7,96+0,02

T = Temperatura. Os meios foram preparados com 5% de agtcar mascavo ndo orgénico, acrescidos de 3% dos grdos do quefir de agua e fermentados por 24
horas.



A analise de variancia (ANOVA) para as equacoes-respostas estao
apresentadas abaixo (Tabela 13). Os dados mostram que a concentracdo de
etanol foi significativamente influenciada (p<0,05) pelo pH inicial e pela
temperatura, ao passo que a concentragdo de acido acético foi
significativamente influenciada (p<0,05) pela temperatura e pelo pH inicial ao
quadrado. O consumo de sacarose, glicose e frutose sofreu influéncia
significativa (p<0,05) do pH inicial e do pH inicial ao quadrado. A temperatura
influenciou significativamente (p < 0,05) o consumo de sacarose e glicose, mas
ndao o consumo de frutose. Foi a temperatura associada ao pH inicial que

influenciou o consumo deste ultimo.

Tabela 13. Analise de variancia para a equacao-resposta desenvolvida a partir das
concentracdes de etanol, acido acético e carboidratos residuais (sacarose, glicose e
frutose) no meio

Fonte Etanol AA Sacarose Glicose Frutose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
pH inicial (pH) 0,003 0,309 0,004 0,000 0.000
Temperatura (T) 0,000 0,002 0,001 0,020 0.678
pH*T 0,094 0,673 0,288 0,002 0.004
pH? 0,297 0,000 0,000 0,001 0.000
T2 0,002 0,000 0,229 0,936 0.229
Constante 0,000 0,155 0,000 0,000 0.000

AA = 4cido acético

A resposta final que fornece a concentragao de etanol (R? = 0,99) apés a
remocgao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas (p>0,05)

pode ser obtida pela funcao:
Etanol = -1,25-pH + 4,97-103-pH-T + 0,02-T?
A resposta final que fornece a concentracdo de acido acético (R? = 0,97)

apods a remocao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas
(p>0,05) pode ser obtida pela funcéo:

35



Acido Acético = - 0,08-T + 0,23-pH2 + 2,75-103-T2

A resposta final que fornece a concentracdo de sacarose (R? = 0,99)
apds a remocao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas (p

> 0,05) pode ser obtida pela fungao:
Sacarose = -116,08 + 54,62-pH + 1,54-T — 4,87-pH?

A resposta final que fornece a concentragdo de glicose (R? = 0,98) apos
a remocado dos termos relacionados com as variaveis nao significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:
Glicose = 72,49 — 24,85-pH - 0,63-T + 0,17-pH-T + 2,21-pH?

A resposta final que fornece a concentracéo de frutose (R? = 0,99) apos
a remogao dos termos relacionados com as varidveis ndo significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:

Frutose = 88,64 —29,81-pH + 0,18:pH-T + 2,67-pH?

Nao foi possivel obter uma equacado para explicar a variacdo do
crescimento das leveduras na bebida.

As superficies de resposta geradas a partir das concentragdes de etanol,
acido acético e carboidratos residuais podem ser observadas nas Figuras 3 e
4. Os dados mostram que as temperaturas mais baixas estavam associadas
aos maiores conteudos de carboidratos residuais, indicando baixa atividade
fermentativa nas faixas mais baixas de temperatura. Por outro lado, as
temperaturas mais elevadas estavam associadas as maiores taxas de
consumo dos carboidratos residuais, o que levou as maiores producdes de
etanol e acido acético na bebida. Este achado corrobora com Puerari et al.
(2012) que encontraram que o consumo dos carboidratos totais de uma bebida

a base de polpa de cacau fermentada pelos grdos do quefir de agua foi
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incompleto a 10°C até mesmo nos periodos mais prolongados de fermentacao
(72 horas).

Temperatura € um fator que exerce influéncia importante sobre a
produgdo de etanol porque as temperaturas mais baixas desaceleram a
atividade metabdlica das leveduras, que crescem e proliferam rapidamente
entre 19 e 25°C (Zajsek e Gorsek, 2010). De fato, um estudo recente mostrou
que fermentacbes prolongadas do quefir de dgua a temperaturas baixas,
aplicadas somente durante um intervalo de repouso na fabricagdo da bebida,
podem induzir uma fase lag no inicio da fermentagé&o subsequente e impedir o
funcionamento normal da microbiota (Laureys et al., 2017). Schneedorf (2012)
afirma que a temperatura e o tempo de fermentacao sao variaveis capazes de
modificar a relagdo bactéria/levedura e até mesmo as cepas microbianas nos
gréos do quefir de agua. No nosso estudo, os meios de cultura submetidos a
temperaturas < 20°C apresentaram contagens de células viaveis de leveduras
10* a 105 vezes menores do que 0os meios mantidos a temperaturas mais
elevadas (Tabela 12). A uUnica excecao foi a da corrida 2, que submeteu a
microbiota a um valor de pH inicial extremo (3,0). Ja foi dito que valores de pH
préximos de 3,3 estdo associados ao baixo crescimento dos graos do quefir de
agua. Este fenbmeno, por sua vez, esta associado a elevadas contagens de
células viaveis nos graos (Laureys et al.,, 2017). Pode ter ocorrido que as
espécies mais resistentes a ambientes acidos, como leveduras e bactérias
acéticas, tenham proliferado bem a 30°C na condicao 2, mas em virtude do pH
extremo permaneceram retidas nos graos (Laureys et al., 2017), levando a
baixas contagens de células viaveis na bebida.

Os dados mostram que o consumo da sacarose aumentou a partir de
25°C e que as maiores contagens de células viaveis (condicdes 4 e 6) foram
registradas para os meios preparados com os valores mais elevados de pH
inicial (5,0 e 4,0, respectivamente) associado as temperaturas mais elevadas
(30 e 34°C, respectivamente). Isto indicou a necessidade da nossa equipe
analisar o efeito dos valores de pH inicial e temperatura acima daqueles
estabelecidos neste experimento.
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5.2.3. Terceiro Experimento
Temperatura entre 28 a 38°C

O terceiro delineamento foi realizado com o intuito de avaliar a influéncia
dos mesmos niveis minimos e maximos da concentragdao do agucar mascavo e
dos gréos, tempo de fermentacdo e velocidade de agitagdo sobre os
parametros da bebida do quefir de agua agora submetida a novos niveis de pH
inicial (4,0 a 7,0) e temperatura (28 a 38°C). Os resultados foram obtidos a
partir de triplicatas produzidas sob cada condigdo de fermentacdo, as quais
foram estabelecidas de acordo com o programa de planejamento Plackett-
Burman e Superficie de Resposta. O modelo de regressdo teve sua
significancia estatistica testada pelo teste F e os resultados da regressao foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA).

Curiosamente, os resultados mostram que a temperatura ndo foi um
fator significativo no processo de fermentacao do quefir de agua na faixa de 28
a 38°C (Tabelas 14, 15 e 16). Entretanto, este mesmo intervalo de temperatura
levou ao consumo total do conteudo de sacarose nas 20 condicdes de
fermentacao realizadas. Isto reforca 0 nosso achado, no experimento anterior,
de que a atividade metabdlica dos Micro-organismos nos graos do quefir de
agua é estimulada por temperaturas altas.

Tanto a concentragdo do acgucar mascavo quanto o tempo de
fermentacdo exerceram efeito significativo (p<0,05) sobre o consumo da
glicose e do etanol (Tabelas 14 e 15). Mas, a concentracdo de acido acético
somente foi influenciada significativamente (p<0,05) pelo tempo (Tabela 16).
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Tabela 14. Analise dos fatores estudados no planejamento

estatistico Plackett-Burman sobre a concentragao de glicose

Efeito t-test P>|t

Acucar (%) 25,313 11,72 0,000
Gréos (%) -2,493 -1,15 0,300
Temperatura (°C) 0,680 0,31 0,766
Tempo (h) -6,640 -3,08 0,028

pH inicial 3,847 1,78 0,135
rpm 1,353 0,63 0,558
Constante 13,69 0,000

teste t: é o valor das variaveis determinadas pelo teste t de Student
com 5% de probabilidade do p-valor. R?: 0,97

Tabela 15. Analise dos fatores estudados no
planejamento  estatistico Plackett-Burman sobre a
concentracao de etanol

Efeito t-test P>|t

Acucar (%) 23,896 3,55 0,016
Graos (%) 7,903 1,17 0,293
Temperatura (°C) 1,629 0,24 0,818
Tempo (h) 16,181 2,40 0,061

pH -8,631 -1,28 0,256

rpm -1,207 -0,18 0,865
Constante 5,06 0,004

———————————————————— ]
teste t: é o valor das variaveis determinadas pelo teste t de Student
com 5% de probabilidade do p-valor. R?: 0,81



Tabela 16. Andlise dos fatores estudados no planejamento

estatistico Plackett-Burman sobre aconcentracdo de acido

acético
Efeito t-test P>|{|
Acucar (%) -2,604 -1,42 0,214
Graos (%) 1,076 0,59 0,582
Temperatura (°C) -1,022 -0,56 0,601
Tempo (h) 4,719 2,58 0,050
pH inicial 4,641 2,53 0,052
rpm -1,059 -0,58 0,588
Constante 4,01 0,010

teste t: é o valor das variaveis determinadas pelo teste t de Student
com 5% de probabilidade do p-valor. R?: 0,76

Novamente, a concentracdo dos grdos do quefir e a velocidade de
agitacao do meio nao exerceram influéncia significativa (p>0,05) sobre os
parametros da bebida nos novos niveis avaliados. A quantidade de graos
aplicada nas 20 condicbes de fermentagdo seguintes foi fixada no minimo
estabelecido neste experimento (3%). As fermentagdes foram realizadas sem
agitacao do meio.

Os resultados obtidos neste terceiro delineamento (28 a 38°C) sao
apresentados na Tabela 17. Estes dados foram usados para tragcar as
superficies de resposta com a aplicacao de trés variaveis (concentracdo do

acucar mascavo, tempo e pH inicial) (Figura 4, 5,6 e 7).
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Tabela 17: Terceiro delineamento (28 a 38°C) com 20 condi¢des de fermentagao usadas para tragar as superficies de resposta com
a aplicacao de trés variaveis (agucar mascavo, tempo e pH inicial), cada uma com cinco niveis, e seus respectivos valores de etanol,
acido acético, glicose, frutose e contagem de células viaveis de leveduras.

Condigdes Tempo Acucar _ pH Etanol Ac. Acético Glicose Frutose oH final Levg:;ras
(h) (%) inicial (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) UFC/mL)
1 12 1,0 4,0 1,03+0,18  0,00£0,05 9,04+0,91 3,71+0,37  3,76%0,15  10,1840,22
2 36 1,0 4,0 1,03£0,43  0,3310,28 7,77¢1,06  3,42+0,41 3,25+0,02  10,30+0,27
3 12 5,0 4,0 1,82+0,07 0,00£0,00 29,14+1,88 11,92+0,52 4,07+0,02 9,86+0,48
4 36 5,0 4,0 1,69+£1,32  0,9941,46 8,62+1,50  3,85+0,66  3,14+0,02 10,15+0,18
5 12 1,0 7,0 1,06£0,14  0,00+0,08 16,65+0,30 6,43+0,43  3,89+0,03 7,82+0,01
6 36 1,0 7,0 1,17£0,12  0,16%0,06 2,59+0,12  2,10+0,08  3,40+0,06 8,55+0,30
7 12 5,0 7,0 1,39+0,21  0,00+0,04 15,35+0,36  9,791#0,95  4,19+0,12 8,18+0,01
8 36 5,0 7,0 3,569+0,84 1,57+0,23 15,22+0,26 9,70+0,15  3,60+0,08  12,44+0,28
9 4 3,0 5,5 1,18£0,30 0,00+0,01 10,68+0,82 7,24+0,14  5,62+0,02 6,23+0,02
10 44 3,0 55 1,67+£0,08 1,00%1,12 9,49+0,49  7,55+#0,30  3,57+0,04 16,36+0,25
11 24 0,0 5,5 0,81+0,02  0,00+0,00 0,52+0,01 0,58+0,01 3,563+0,11 5,43+0,01
12 24 6,4 5,5 2,96+0,15 0,69+0,04 25,56+0,14  8,01+007 3,91+0,01 9,69+0,03
13 24 3,0 3,0 2,58+0,12  0,32+0,06  12,26+0,11  9,03+0,30  3,11+0,17 6,05+0,37
14 24 3,0 8,0 1,90+0,16  0,22+0,08 11,48+0,35 7,14+0,30  3,96+0,24 6,68+0,22
15 24 3,0 5,5 2,29+0,47  0,03+0,21  13,23+0,79  7,49+0,43  3,74+0,26  15,03+0,06
16 24 3,0 55 1,65+£0,32  0,2340,04 13,68+0,94 7,34+0,23  3,76+0,24  15,66+0,37
17 24 3,0 5,5 2,14+0,04 0,08+0,24 14,36+0,98 7,91+0,45  3,89+0,28  16,30+0,05
18 24 3,0 55 1,52+0,19  0,24+0,01 9,60+0,25  7,33+0,27  3,71+0,29 16,14+0,16
19 24 3,0 5,5 1,72+0,22  0,0840,20 8,83+0,29  7,19#0,52  3,61+0,06  16,23+0,07
20 24 3,0 55 1,78£0,10  0,05+#0,12 12,86+0,13 7,38+0,27  3,94+0,08  16,25+0,07
M 24 5,0 - 2,80+0,39  0,13%0,00 3,61+0,15  7,14+0,25  3,66+0,01  11,64+0,05

M = manutengdo. Os meios foram preparados com 5% de agticar mascavo ndo orgénico, acrescidos de 3% dos grédos do quefir de agua e fermentados por 24
horas. A sacarose foi totalmente consumida nos novos niveis aplicados. O meio de cultura da manuteng&o foi inoculado com 10% dos grdos e o pH inicial ndo foi

ajustado.

A

manutengéo

apresentou

22,8

gL

de

sacarose

residual.
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A andlise de variancia (ANOVA) mostra que a concentracdo do
acucar mascavo influenciou significativamente (p<0,05) todos os
parametros avaliados, como era esperado, e foi a Unica variavel que
influenciou significativamente (p<0,05) a concentragcdo de etanol e
frutose (Tabela 18). O tempo também exerceu efeito significativo
(p<0,05) sobre o consumo de glicose. Ja o &acido acético foi
significativamente influenciado (p<0,05) por todas as variaveis citadas

na tabela abaixo.

Tabela 18. Analise de variancia para as equacgodes-respostas desenvolvida a
partir das concentracdes de etanol, acido acético, glicose e frutose no meio.
Ac. Acético Glicose Frutose
Fonte Etanol
(g/L) (g/L) (g/L)

Tempo (T) 0,0914 <0,0001 0,0040 0,0924

Acucar mascavo (AM) 00,0007 <0,0001 <0,0001 <0,0001

T"AM 0,1432 0,0002 0,6314 0,7534
T? 0,1086 0,0029 0,2116 0,9088
AM? 0,7355 0,0459 0,6694 0,0993
Constante 0,0167 <0,0001 0,0021 0,0017

A resposta final que fornece a concentragao de etanol (R? = 0,79) apés a
remocao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas (p > 0,05)

pode ser obtida pela funcao:
Etanol = 4,51 -0,20 AM
A resposta final que fornece a concentracdo de &cido acético (R? = 0,95)
apds a remocéao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas (p

> 0,05) pode ser obtida pela fungao:

Acido acético= 2,11 — 0,06T — 0,43AM +0,01 T AM + 9,29-10"4T2 + 0,02 AM2
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A resposta final que fornece a concentragéo de glicose (R? = 0,87) apds
a remogao dos termos relacionados com as varidveis nado significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:

Glicose= 2,18-0,20 T + 4,57 AM?

A resposta final que fornece a concentracéo de frutose (R? = 0,88) apos
a remogao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:

Frutose= 7,67 + 2,20 AM

Novamente, nao foi possivel obter uma equacéao para explicar a variacao
do crescimento das leveduras na bebida.

As superficies de resposta geradas a partir das concentracdes de etanol,
acido acético, glicose e frutose podem ser observadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8,
respectivamente. A sacarose foi totalmente consumida nos novos niveis

avaliados.

45



—_
|
=
=]
=
©
o
]
S
L
—_
=
=
=)
=2
©
c
<
ot
L
—_
-
=
o
=
°
c
©
3
L

o
s
LT
I

s
R,
ATt

245

08
50

4.0
7.00

Acucar (g/L)

5.50 20

pH 400 1.0

o

Pt

e
ST

0
i

26

A
O
s

&

2.225

il
i

i
A

1

i

R
i

185

Py s
1.475 Il;”lfl s e e
£y iz e
(e
T s

pH 475\\/ 18.0

400 120

Tempo (h)

b

A
i
i

h

oy
i
o

f
ok

LR

.
S
R
e
SRR,
STeaeaih
= 1.‘-\}_..?“?‘\“\\\\\\
e

0
ok

(A AAHKRN

gt
<5

25

5

22
<5
25
25
e
2
e
<>
<5
<>
P

SIS

4

L
=2
Sss
T
e
pa
e
Yoy
<o
Py
e
e
S5
ety
e
s

45

&

s
&
%

Tempo (h)

Acucar (g/L) 1007200

Figura 5. Superficies de resposta da producéo de etanol durante o processo de

fermentacao do quefir de agua. (A) pH inicial vs agucar mascavo. (B) pH inicial

vs tempo. (C) agucar mascavo vs tempo.

46



A 0.69

e
e R
o e T
2 o] N,
[=] B e N
= s e e
T
(=] s
= P
S = == =
@ 0.1125 L LR = e b s
g pSSSs=—————
S e =
g 008
5.00
4.00
4.00
Acucar (g/L)
100 7.00 pH
B 1
iy 08 R S
® RIS N
—— o
8 05
2
Q
Q
[3+] 0.2
o
h=]
Q
0.1
<
=5
o ==
e
4.00
Tempo (h)
12.0 7.00 pH
L0
S5
(SR
A S AN
e
y 0.95
=
o
[=]
o 06
8
B
(=]
@ 0.25
(=]
-
£ 01

500 36.00

Acucar (g/L) Tempo (h)

100 1200

Figura 6. Superficies de resposta da producéo de acido acético durante o
processo de fermentacao do quefir de agua. (A) agucar mascavo vs pH inicial.
(B) tempo vs pH inicial. (C) agucar mascavo vs tempo.

47



A

19.5

6.5

Glicose (g/L)

5.0

40
7.00
6.25

Aglcar (g/L)
H 400 1.0
llllOlIIIl’l’ll’IIIIII””’II”"""”’
'l{l”lIllIllI"III’II’I’I’I"”"”"”
=
187

""l"’l
<z s s ”l’l"l’l"l"l’
e

Sy Yoy
s ”:”7/:25‘5’""’55
2
"
16.325

i~

|

3 Ta0s

=

o

w

8 11575

o

U]

92
1200
400
625 30 00 Tempo (h)
oH 7.00 736.00
26 e eTrSunn LW
C 195

—_
—
=) b
2
&
Q 65
o
[U]

36.00
500
400 ™

24.00
3.00

18.00 Tempo (h)
2.00
Acticar (g/L) s

100 1200

- ; ~ .
I u a . Sup ICI S , o V
C SS )

48



Figura 8. Superficies de resposta da concentracao de frutose durante o
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As superficies de resposta mostram que as menores concentracoes de
etanol e &cido acético ocorreram nos menores tempos de fermentacéao
associados aos maiores valores de pH inicial. Mas os menores consumos de
glicose e frutose também ocorreram sob as mesmas condigbes, indicando
baixa taxa fermentativa. Por outro lado, as condicbes que levaram aos maiores
consumos de glicose e frutose também levaram as maiores concentracdes de
etanol e acido acético na bebida. Isto sugere que as condi¢des étimas de
fermentacdo podem se encontrar nos pontos medianos das curvas, visto que,
nestes pontos, tanto as concentragbes dos carboidratos residuais quanto a
concentracao de etanol e acido acético permaneceram equilibradas.

Os valores de etanol reduziram em relacdo aqueles registrados no
segundo delineamento (10 a 30°C), mas nao diferiram daqueles registrados
para a manutencgao (Tabela 17) nem daqueles relatados por Magalhdes et al.
(2010). As concentragdes de acido acético e carboidratos residuais, no entanto,
diminuiram neste experimento em relacdo a manutencdo e ao estudo de
Magalhaes et al. (2010).

Embora néo tivesse sido possivel obter uma equagédo que explicasse a
variacdo do numero de células viaveis de leveduras, os dados mostram que
algumas condicdes de fermentacdo (10 e 15 a 20) aumentaram o numero de
leveduras na bebida em relagdo ao experimento anterior (Tabela 17). Vale
destacar que nenhuma das condi¢cbes de fermentacao realizadas com a menor
(1,0%) e a maior (5,0%) concentracao de agclUcar mascavo resultou nas mais
elevadas contagens de leveduras. As maiores contagens foram registradas
para as condicbes que requereram agucar mascavo a 3% e pH inicial 5,5.
Dentre estas, a condicdo 10 produziu uma bebida com concentragdo de acido
acético muito maior do que a média do mesmo metabdlito nos pontos centrais.
Além disto, a condicdo 10 requereu um tempo de fermentacdo muito maior do
que aquela requerida nas condi¢des dos pontos centrais. E isto representa
maior custo na produgéo da nova bebida do quefir de dgua.

A média de células viaveis nos meios dos pontos centrais (condigdes 15
a 20) foi 10° vezes maior do que aquela registrada para a manutencéo e 108
vezes maior do que aquela encontrada pela equipe de Magalhaes (2010), mas
os valores de etanol do primeiro n&o diferiram dos dois Ultimos. E possivel que
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0 aumento das leveduras na bebida sem o concomitante aumento de etanol
seja consequéncia do ambiente mais propicio que as condi¢cdes dos pontos
centrais geraram para a preservacao das células viaveis, um ambiente que
pode ter evitado a inibicdo ou a lise das leveduras antes do término da
fermentacao, resultando na maior contagem de UFC por mililitro. Embora as
condi¢des da manutencao e do estudo de Magalhaes et al. (2010) possam ter
favorecido a mesma taxa de fermentagdo alcodlica, o ambiente gerado em
cada condicdo de fermentagcdo pode nao ter sido propicio para preservar a
maioria das células viaveis até o final do tempo de fermentagéo.

A maioria dos estudos que descreveram as diferentes espécies de
bactérias e leveduras no quefir de agua restringiram-se aos seus graos, tendo
sido poucos os que analisaram a bebida. Em geral, estes estudos utilizaram as
técnicas modernas de identificagdo e quantificagdo das espécies microbianas.
Embora as técnicas de cultura tradicionais sejam parcialmente seletivas, seu
baixo custo permite monitorar a variacdo do perfil microbiano das diferentes
condi¢des de fermentacdo em um extenso estudo de otimizacdo como este.
Dentre os estudos que utilizaram técnicas de culturas convencionais, o de
Magalhaes et al. (2010) mostrou que uma solugdo de aglucar mascavo a 5%
inoculada com 11% dos graos do quefir de agua e incubada a 25°C por 24
horas apresentou, no tempo zero (T0), uma quantidade de lactobacilos e
leveduras na ordem de 10® e 10° UFC/g da bebida, respectivamente. Doze
horas depois, 0s nimeros aumentaram para 107 e 106 UFC/g de lactobacilos e
leveduras, respectivamente, e, 24 horas depois, aumentaram para 108 e 107,
respectivamente. Dentre as espécies isoladas, o Lactobacilllus paracasei (24%)
foi o maior representante dos lactobacilos na bebida, seguido pelas espécies
Lactobacilllus parabuchneri (12%) e Lactobacilllus kefiri (10%). Existem relatos
de que a ultima espécie prevalece entre as bactérias laticas do quefir de leite
(Garrote et al. 2001; Chen et al. 2008). Quanto as leveduras, a técnica do PCR-
DGGE revelou que as cepas lactose-negativas prevaleceram na bebida, sendo
que a S. cerevisiae (54%) dominou e mostrou ser o maior representante das
leveduras. A mesma técnica mostrou que a espécie fermentadora de lactose
Kluyveromyces lactis (20%) e a espécie nao fermentadora de lactose
Kazachstania aerobia (15%) também se destacaram na bebida (Magalhaes et
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al., 2010). Embora a S. cerevisiae seja conhecida como sendo superior as
espécies ndo Saccharomyces no processo de fermentagao alcoodlica (Schwan
et al., 2001 apud Magalhaes et al., 2010), Schwan et al. (2001) descobriram
que a utilizacdo de misturas de cepas de ambos os tipos de leveduras na
producdo de vinho melhorou suas propriedades sensoriais (Minnaar et al.,
2017). Além disto, no estudo de Minnaar et al. (2017), algumas misturas de
bactérias laticas e leveduras produziram vinhos com conteudo de etanol
ligeiramente menor do que o vinho fermentado com a S. cerevisiae sozinha.

A possibilidade do quefir de agua possuir multiplas origens (Leroi e
Pidoux, 1993; Stadie et al., 2013; Fiorda et al., 2017) torna necessario a analise
molecular dos fermentados produzidos no presente estudo para levantar as
diferentes hipoteses advindas das interagdes possiveis de ocorrerem entre 0s
Micro-organismos dominantes e explicar as elevadas contagens de células
viaveis de leveduras sob algumas condicdes de fermentacdo deste terceiro
delineamento (28 a 38°C). Leroi e Pidoux (1993) acreditam que a interrelacao
entre lactobacilos e leveduras influencie significativamente a atividade de
diferentes cepas de diversos modos. Os autores mostraram que o aumento do
acido latico em uma co-cultura envolvendo Lactobacilllus hilgardii e S.
florentinus - ambos retirados dos mesmos graos do quefir - reduziu em 65% o
crescimento e a producao de alcool pela S. florentinus. Por outro lado, a S.
florentinus foi capaz de estimular a sobrevivéncia do Lactobacilllus hilgardii em
um meio pobre em nutrientes, aumentando a producao de acido latico em 60%.
Os autores acreditam que o estimulo pode ter ocorrido como resultado da
disponibilizagéo de glicose e frutose no meio a partir da hidrolise da sacarose
pelas leveduras. Compostos liberados pelas leveduras, como COz2, piruvato,
succinato, propionato e acetato, também podem ter favorecido o Lactobacilllus
hilgardii , segundo Leroi e Pidoux (1993).

Leroi e Pidoux (1993) registraram maximo estimulo dos lactobacilos
quando a sacarose foi utilizada como fonte de carbono em comparagcao com a
glicose e a frutose. Estimulos sobre o Lactobacilllus hilgardii foram observados
sob as mais baixas taxas de fermentacdo e nenhuma inibicdo da bactéria foi
observada até mesmo sob as mais elevadas concentracées de leveduras no
meio (Leroi e Pidoux, 1993). Vale notar, no entanto, que outros autores
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encontraram inibicdes causadas por competicdo por nutrientes (Boidron, 1969)
ou por excrecao de substancias inibidoras (King, Beelman, 1986; Lonvaud-
Funel, 1986; Lemaresquier, 1987). No nosso estudo, a sacarose foi totalmente
consumida em todas as condicdes de fermentacdo do terceiro delineamento
(28 a 28°C), sugerindo que ndao somente as leveduras, mas também os
lactobacilos aumentaram na bebida como consequéncia da disponibilizacéo de
glicose livre no meio a partir da sacarose. Isto explicaria os valores finais de pH
mais acidos registrados para todas as bebidas produzidas neste delineamento,
supostamente advindos do aumento da producdo de &acido latico pelos
lactobacilos.

Por outro lado, as elevadas contagens de leveduras podem ter ocorrido
devido a um crescimento mais acelerado dessas espécies no inicio da
fermentagdo, quando a sacarose se encontrava em maior concentragao no
meio e o0 acido latico em menor concentracdo. No estudo de Essia Ngang et al.
(1989), o efeito inibitério do acido latico sobre a S. cerevisiae foi parcialmente
eliminado quando o indculo inicial das leveduras foi incrementado. Este achado
foi corroborado por Leroi e Pidoux (1993) que encontraram que a inibicdo da S.
florentinus pela Lactobacilllus hilgardii s6 ocorreu quando a concentragéo da
levedura ndo excedeu 1%.

Ja a equipe de Marsh (2013), que analisou quatro amostras do quefir de
agua de diferentes paises, a saber, uma do Canadd, uma da Inglaterra e duas
dos Estados Unidos, encontrou por pirosequenciamento que o género mais
abundante nos meios fermentados néo foi o das Saccharomyces, mas o das
Zymomonas, um género que, até entdo, havia sido encontrado somente nos
gréos do quefir de leite em niveis mais baixos (Hsieh et al., 2012; Marsh et al.,
2013). Zymomonas é um Micro-organismo tradicionalmente associado a
fermentacdo e compde a populacdo microbiana de varias bebidas fermentadas
a partir de plantas tropicais da regido da América, Africa e Asia (Marsh et al.,
2013). E um género capaz de produzir etanol em quantidades tdo elevadas que
compete com as Saccharomyces (Panesar et al., 2006). As condigbes de
fermentacdo do estudo de Marsh et al. (2013) foram as seguintes: uma solugéao
contendo sacarose a 10% e um figo organico inteiro foi fermentada com 6%
dos graos do quefir de d4gua a 25°C por 24 horas.
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As propor¢des de Zymomonas variaram de 87,0% nos gréos a 49,5%
nas bebidas. Ja as Saccharomyces foram detectadas em niveis tdo baixos nos
graos e nas bebidas que foram incluidas no grupo designado “Outros”.
Somente o quefir de agua originado da Inglaterra revelou a presenca da
espécie S. cerevisiae em uma proporcdao de 1,3% na bebida (Marsh et al.,
2013). Waldherr et al. (2010) também encontraram esta espécie em
quantidades bem abaixo do esperado na amostra do quefir de a4gua estudada
pela equipe. Isto levou a equipe de Marsh (2013) a levantar a hipotese de que
a S. cerevisiae pode ter sido sobrestimada nas analises anteriores (Pidoux,
1989; Neve e Heller, 2002; Gulitz et al., 2011). Além disto, ao considerar que a
espécie S. florentinus nao foi detectada no seu estudo e que o género
Lactobacillus se apresentou como maioria (12,0 a 25,4% nos gréaos e 23,4 a
38,8% nas bebidas) entre as espécies nao Zymomonas, Marsh et al. (2013)
ainda sugeriram que a S. cerevisiae pode nao exercer o impacto positivo sobre
o crescimento dos lactobacilos segundo foi sugerido nos estudos anteriores
(Leroi e Pidoux, 1993; Stadie et al., 2013). Os autores acreditam que outra
espécie de levedura possa ter desempenhado essa funcdo nas amostras
analisadas por eles (Marsh et al., 2013).

A possibilidade das Zymomonas ocorrerem em propor¢des significativas
na bebida do quefir de agua torna as espécies desse género importantes a
serem consideradas no seu potencial probiético. Estudos mostraram que as
espécies desse género produzem levana, um polissacarideo usado como
agente espessante com efeito antitumoral (Calazans et al., 1997 apud Marsh et
al., 2013; Lyon et al, 2004 apud Marsh et al., 2013), atividade
imunoestimulante (Xu et al.,, 2006 apud Marsh et al., 2013), efeito sobre o
metabolismo lipidico (Yamamoto et al., 1999 apud Marsh et al., 2013) e
atividade prebiotica (Dal Bello et al., 2001 apud Marsh et al., 2013; Jang et al.,
2003 apud Marsh et al., 2013). As Zymomonas mostraram ser seguras para o
consumo (Azeredo et al., 2010 = marsh) e demonstraram efeito
imunomodulador benéfico na protecdo de camundongos contra septicemia
(Campos et al., 2013 = marsh).

Ainda é importante ressaltar que a S. cerevisiae var. boulardii € uma das
espécies de leveduras sobre a qual se encontra mais informacgéo referente a
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sua atividade probidtica, especialmente em animais de criagdo (Suarez e
Guevara, 2018). O fato dessa espécie ser uma cepa da S. cerevisiae leva ao
questionamento sobre o potencial probidtico de outras cepas da S. cerevisiae
comumente encontradas em alimentos e bebidas fermentadas (Kuhle et al.,
2005). Isto abre a possibilidade de se encontrar, em estudos futuros, efeito
probidtico para a nova bebida do quefir de agua com maiores contagens de
células viaveis de leveduras.

Os dados apresentados no presente estudo mostram que as condigdes
dos pontos centrais propiciam a fabricagdo de uma nova bebida do quefir de
agua com baixo conteudo de &cido acético e carboidratos residuais e elevadas
contagens de células viaveis de leveduras em relacdo aquela estudada pela
equipe de Magalhdes (2010). Nos pontos centrais, a quantidade de acgucar
mascavo utilizada no preparo do meio e o tempo de fermentacdo ocupam uma
posicdo mediana nos gréficos, resultando em uma relacdo custo/beneficio
vantajosa para a producao da nova bebida em alta escala.

O fato de algumas condi¢des terem rendido elevadas contagens de
leveduras neste experimento (terceiro delineamento realizado entre 28 e 38°C)
em relacdo ao anterior (segundo delineamento realizado entre 10 a 30°C)
sugere que possa haver um intervalo estreito de combinacbes das trés
variaveis significativas que possa determinar com maior precisdo a regiao
otima de fabricagdo da nova bebida do quefir de agua com contagens ainda
maiores de UFC por mililitro. Assim sendo, nds executamos um quarto
delineamento fatorial com o intuito de avaliar os efeitos de niveis mais estreitos

das variaveis significativas sobre os parametros da bebida.

5.2.4. Quarto Experimento: Estreito
Temperatura entre 28 a 38°C
Este experimento consistiu na analise do efeito dos niveis estreitados
das variaveis significativas encontradas no terceiro delineamento (28 a 38°C).
A concentracdo do acucar mascavo foi fixada entre 2 a 4%, o tempo de
fermentacao, entre 12 a 36 horas, e o valor do pH inicial, entre 5,0 a 6,0. Os
resultados obtidos deste ultimo delineamento (Estreitado) sdo apresentados na
Tabela 19. Estes dados foram usados para tracar as superficies de resposta
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com a aplicacdo das trés variaveis supracitadas (Figuras 8, 9, 10 e 11). Os
resultados foram obtidos a partir de triplicatas produzidas sob cada condicéo de
fermentacao. As condicdes de fermentacao foram estabelecidas de acordo com
o programa de planejamento Plackett-Burman e Superficie de Resposta. O
modelo de regressao teve sua significancia estatistica testada pelo teste F e os
resultados da regressao foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).

56



Tabela 19: Quarto delineamento (Estreitado) com 20 condigbes de fermentagdo usadas para tragar as superficies de
resposta com a aplicagéo de trés variaveis (aglicar mascavo, tempo e pH inicial), cada uma com cinco niveis, e seus
respectivos valores de etanol, 4cido acético, glicose, frutose e contagem de células viaveis de leveduras.

Condigdes Tempo pH  Acucar Etanol Ac. Acético Glicose Frutose pH Leveduras
(h) inicial (%) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) final (log UFC/mL)

1 20 5,0 2,0 1,16+0,09 0,13+0,00 5,01+0,34 2,97+0,24  3,61+0,03 14,43+0,03
2 28 5,0 2,0 1,08+0,50 0,36+0,07 3,563+0,91 2,86+0,43  3,28+0,02 14,52+0,03
3 20 6,0 2,0 1,99+0,71 0,17+0,04 18,01+1,09 7,50+0,17  3,72#0,09 11,10+0,07
4 28 6,0 2,0 0,41+0,03 0,18+0,01 6,79+0,91 3,14+0,37  5,54+0,07 15,27+0,04
5 20 5,0 4,0 0,59+0,19 0,25+0,05 15,49+0,48  7,58+0,01 4,05+0,03 14,52+0,09
6 28 5,0 4,0 3,06+0,81 0,33+0,06 9,07+0,04 6,23+015 3,62+0,05 14,14+0,17
7 20 6,0 4,0 1,59+0,23 0,25+0,02 14,34+0,35 10,77+0,67 3,70+0,02 13,84+0,19
8 28 6,0 4,0 2,10+0,36 0,63+0,20 11,1441,29 6,37+0,55 3,210,038 19,61+0,11
9 17 5,5 3,0 0,55+0,24 0,12+0,03 10,244,115  4,07+1,56  4,35+0,20 12,99+0,52
10 31 55 3,0 2,69+0,5 0,68+0,21 6,17+0,55 8,52+0,98  3,26+0,03 16,67+0,12
11 24 4,7 3,0 3,14+0,35 0,18+0,01 13,12+0,54  7,54+0,18  3,4610,04 14,59+0,07
12 24 6,3 3,0 1,95+0,14 0,45+0,02 9,06+0,50 7,92+0,41 3,66+0,04 15,32+0,11
13 24 5,5 1,3 0,87+0,48 0,16+0,01 7,15+0,51 3,69+0,38  3,65+0,13  13,0410,11
14 24 5,5 4,7 3,98+0,70 0,32+0,08 19,5740,59 10,94+0,25 5,54+0,11  10,98+0,41
15 24 5,5 3,0 2,06+0,23 0,36+0,09 13,26+0,37  7,53%#0,18  3,43%#0,08 15,46+0,02
16 24 55 3,0 1,79+0,33 0,33+0,05 13,20+0,47  7,75+0,25  3,45%#0,16 16,02+0,08
17 24 5,5 3,0 1,87+0,31 0,34+0,03 13,15+0,46  7,51+0,54  3,48%0,15 15,45+0,01
18 24 55 3,0 1,94+0,10 0,36+0,09 13,57+0,15  7,67+0,28  3,4810,20 15,92+0,52
19 24 5,5 3,0 1,74+0,41 0,31+0,05 13,87+0,70  7,78+0,11 3,562+0,16  15,39+0,10
20 24 5,5 3,0 1,7310,27 0,28+0,00 13,40+0,31  7,82+0,26  3,58%#0,10 15,45+0,22

Todas as condigbes de fermentacdo foram realizadas com 3% dos graos do quefir de agua a 28°C. A sacarose foi totalmente consumida neste
experimento.
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A analise de variancia (ANOVA) para as equacoes-respostas estao
apresentadas abaixo (Tabela 20). Como era esperado, o conteudo da sacarose
foi totalmente consumido em todas as condi¢cdes de fermentacdo geradas no
intervalo mais estreito. Neste experimento, foi o valor do pH inicial que exerceu
influéncia significativa (p<0,05) sobre todos os parametros da bebida, ao passo
que a concentracao do acucar mascavo influenciou a concentracdo da glicose
e do etanol. O tempo de fermentagcdo permaneceu significativo para as

concentragdes de etanol, &cido acético e glicose.

Tabela 20. Andlise de variancia para as equacgodes-respostas desenvolvidas a
partir das concentracdes de etanol, acido acético, glicose e frutose no meio.

Etanol Ac. Acético Glicose Frutose

(g/L) (/L) (g/L) (g/L)
Tempo (T) 0,0061 0,0006 0,0031  0,2301

Fonte

Acgucar mascavo (AM) 0,0225 0,0867 0,0757 0,1146

pH inicial (pH) 0,0021 00213  <0,0001 <0,0001
T*AM 0,0164  0,7683 0,3675  0,1057
AM*pH 04998  0,1237 0,0203  0,0862
Constante 0,0061 0,012 0,0020  0,0013

A resposta final que fornece a concentragao de etanol (R? = 0,84) apés a
remocao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas (p>0,05)
pode ser obtida pela funcao:

Etanol= -13,41+1,84T-1,28 pH-2,24 AM + 0,06 T AM

A resposta final que fornece a concentracdo de &cido acético (R? = 0,81)

apods a remocao dos termos relacionados com as variaveis nao significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:

Acido acético= +0,72-0,07 T + 0,17 pH
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A resposta final que fornece a concentragéo de glicose (R? = 0,87) apds
a remogao dos termos relacionados com as varidveis ndo significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcao:

Glicose= -83,52-0,91 T + 20,72 pH - 5,39 pH AM

A resposta final que fornece a concentragéo de frutose (R? = 0,88) apos
a remogado dos termos relacionados com as varidveis ndo significativas

(p>0,05) pode ser obtida pela funcgéo:

Frutose = -69,34 + 15,58 pH

As superficies de resposta mostram que, nos niveis estreitos, as
menores concentracdes de etanol e &cido acético foram registradas nas
condicbes com 0s menores tempos associados aos maiores valores de pH
inicial (Figuras 9 e 10). Mas, isto foi resultou do menor consumo de glicose e
frutose nas mesmas condi¢des de fermentacao (Figuras 11 e 12).

Os valores registrados para o etanol e o acido acético neste quarto
delineamento (entre 28 a 38°C, Estreito) nao diferiram daqueles registrados no
terceiro delineamento (28 a 38°C), como era esperado. A média da
concentracado de etanol também nao diferiu daquela encontrada por Magalhaes
et al. (2010). As leveduras sédo fundamentais na fermentacao do quefir de agua
porque disponibilizam acucares redutores para os Micro-organismos nos graos
(Leroi e Pidoux, 1993; Stadie et al., 2013). Sua atividade metabdlica prevalece
na fabricacdo do meio (Laureys e Vuyst, 2014), o que torna a fermentacéo
alcoolica um processo biologico inevitavel. Portanto, tal como os dados
sugerem, a reducdo do etanol abaixo das concentracbes registradas neste
estudo é um desafio a ser alcangado na producao da nova bebida do quefir de
agua com maior contagem de células viaveis de leveduras. Sendo assim, mais
estudos sdo necessarios para se compreender quais sao as variaveis
independentes que influenciam exclusivamente os lactobacilos e as leveduras
da microbiota do quefir de agua e quais sdo as combinacdes de ditas variaveis
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que levam a reducado da producéo de etanol com o concomitante crescimento
dos lactobacilos e das leveduras.

Dentre as condicdes de fermentacdo que utilizaram as menores
concentracdes de acucar mascavo (condicbes 1, 2, 3, 4 e 13), a condigcao 4
produziu uma bebida com contagem de leveduras na mesma ordem que a
média dos pontos centrais, mas com menores concentragées de etanol e acido
acético em relagdo as respectivas médias desses metabdlitos nos pontos
centrais. No entanto, o tempo de fermentacado da condigcdo 4 € maior do que
aquele dos pontos centrais, o que pode levar ao maior custo de fabricagdo da
nova bebida do quefir de agua. Por outro lado, dentre as condicbes de
fermentacdo que utilizaram as maiores concentragbes de agucar mascavo
(condicbes 5, 6, 7, 8 e 14), somente a condi¢cdo 8 resultou em uma contagem
de leveduras maior do que a média dos pontos centrais. No entanto, além da
condicao 8 ter requerido um maior tempo de fermentacéo, o pH final da bebida
foi mais acido do que aqueles dos pontos centrais, cujo valor estava abaixo do
valor critico (3,3) para o bom crescimento dos graos (Laureys et al., 2017).
Dentre as condi¢cdes de fermentagdo que utilizaram o agucar mascavo na
concentracao de 3% (condicoes 9 a 12 e 15 a 20), as condicées 10 e 12
apresentaram contagens de leveduras igual ou maior (10 e 109
respectivamente) do que a média dos pontos centrais. No entanto, ambas as
condigdes produziram bebidas com concentragdes de 4cido acético maiores do
que a média do mesmo metabdlito nos pontos centrais. Além disto, a condicao
10 requereu um tempo muito maior de fermentacédo do que os pontos centrais e
a bebida da condigcdo 12 apresentou maior concentracdo de carboidratos
residuais.

Com base no exposto, os dados obtidos desta experimentacdo com os
limites estreitos das varidveis significativas reforcam os achados do
experimento anterior (terceiro delineamento realizado entre 28 a 38°C), de que
a regido mediana dos graficos é a regidao 6tima para a producdo da nova
bebida do quefir de 4gua. Pois € nos pontos centrais que as concentragdes de
etanol, acido acético e carboidratos residuais estao equilibradas.
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Mesmo restringindo os niveis das variaveis, nao foi possivel obter uma
equacao para explicar a variagdo do crescimento das leveduras na
fermentacdo do quefir de agua. Todavia, a aplicacdo dos niveis estreitados
proporcionou bebidas com elevadas contagens de células viaveis em todas as

condicdes de fermentacao (Tabela 20).
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6. CONCLUSOES

Dentre as fontes de carboidrato estudadas, o aglUcar mascavo nao
organico é a fonte de carboidrato com a melhor relacdo custo/beneficio para a
produgdo de uma nova bebida do quefir de agua com as menores
concentracdes de acido acético e carboidratos residuais.

As concentracbes de acido acético e carboidratos residuais podem ser
reguladas na bebida do quefir de agua por meio das seguintes variaveis
independentes: tipo e concentragcdo do agucar mascavo, temperatura, tempo
de fermentacdo e valor de pH inicial. O etanol ndo variou sob nenhuma das
condigdes de fermentacao realizadas neste estudo.

As diferentes combinagbes das varidveis que influenciam
significativamente as concentragdes de acido acético e carboidratos residuais
também levam a maior contagem de células microbianas vidveis na bebida,
sendo que as seguintes condigbes levam a maior contagem de leveduras
combinada com as menores concentracbes de acido acético e carboidratos
residuais: 2 a 4% de agucar mascavo em agua destilada, valor de pH inicial
ajustado entre 5,0 e 6,0 e tempos de fermentagdo entre 20 a 28 horas a
temperatura de 28°C.

Os resultados encontrados neste estudo possibilitaram a criacdo de um
pedido de patente (BR 10 2018 003540 1) que descreve a nova técnica de
producédo e a nova bebida do quefir de &gua com menor valor calérico, maior
potencial probiético e maior possibilidade de aceitacao pelo consumidor.

Serd necessario a realizacdo da analise genbémica da comunidade
microbiana que prevalece na nova bebida do quefir de 4gua, assim como uma
analise mais aprofundada da capacidade probibtica da(s) levedura(s) que a
compde(m). A realizagcdo de testes referentes a reprodutibilidade da bebida
com graos de quefir de agua de diferentes origens também é sine qua non.
Além disto, sera necessario a realizagao de teste de seguranca do consumo da
nova bebida, seguido de teste sensorial para confirmar a sua maior aceitacéo.

Os passos complementares a este estudo de otimizacdo incluem a
andlise de transposicdo de escala para identificar possiveis fatores
operacionais que possam afetar o scale-up do produto e apontar as
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adaptacdes necessarias para tornar possivel a producao industrial da nova
bebida do quefir de agua.
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ANEXO

Tabela 21: Micro-organismos isolados dos graos do quefir de agua e leite

Grupo

microbiolégico Género Quefir de agua Quefir de leite Referéncias
Laureys et al. (2016); Gulitz
. . . A. fabarium, A. orientalis, A. et al. (2013); Gulitz et al.
Acetobacter ’;\ fabarium, A. orientalis, A. lovaniensis, Acetobacter aceti, | (2011); Garofalo et al.
ovaniensis A. rasens (2015); Magalhaes et al.
(2010)
Moinas et al. (1980); Pidoux
(1989); Galli et al. (1995);
L. brevis, L. buchneri, L. casei Garrote et al. (2001);
. subsp. casei, L. casei subsp. L. acidophilus, L. brevis, L. Simova et al. (2002);
Bacterias rhamnosus, L. diolivorans, L. | buchneri, L. casei subsp. Witthuhn et al. (2005); Chen
fermentum, L. harbinensis, L. | pseudoplantarum, L. delbrueckii, | et al. (2008); Magalhaes et
Lactobacillus | hilgardii, L. hordeii, L. L. fermentum, L. helveticus, L. al. (2010); Sabir et al.

kefiranofaciens, L. kefiri, L.
lactis, L. mali, L. nagelli, L.
paracasei, L. parafarraginis, L.
perolens, L. plantarum, L.
satsumensis

kefiranofaciens, L. kefiri, L.
otakiensis, L. paracasei, L.
parabuchneri, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. sake, L. sunkii

(2010); Gulitz et al. (2011);
Kesmen and Kacmaz
(2011); Gulitz et al. (2013);
Garofalo et al. (2015);
Zanirati et al. (2015); Fiorda
et al. (2016?); Laureys et al.
(2016)
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Leuconostoc

L. citreum, L. mesenteroides

L. mesenteroides

Garrote et al. (2001);
Magalhaes et al. (2010);
Sabir et al. (2010);
Waldherr (2010); Gulitz et
al (2011); Kesmen and

Kacmaz (2011); Gulitz et al.

(2013); Fiorda et al.
(20169)

Lactococcus

nd

L. cremoris, L. lactis, L.
raffinolactis

Yuksekdag et al. (2004);
Kesmen and Kacmaz
(2011); Magalhaes et al.
(2011a); Sabir et al. (2010);
Garofalo et al. (2015)

Pediococcus

nd

P. acidilactici,P. dextrinicus, P.
pentosaceus

Sabir et al. (2010)

Streptococcus

nd

S. durans, S. thermophilu

Simova et al. (2002);
Yuksekdag et al. (2004);
Chen et al. (2008); Kesmen
and Kacmaz (2011);
Garofalo et al. (2015)

Lysinibacillus sphaericus,
Oenococcus kitaharae,

Gulitz et al, 2013; Fiorda et

Outras espécies Bifidobacterium nd a2I.0 (125016"—‘); Zanirati et al.
psychraerophilum (
) C. iconspicua, C. kefir, C. Simova et al. (2002);
Leveduras Candida nd krusei, C. lambica, C. maris, C. | Witthuhn et al. (2005);

humilis

Garofalo et al. (2015)
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Saccharomyces

S. cerevisiae

S. cerevisiae, S. turicensis

Simova et al. (2002); Wang
et al (2008); Magalhaes et
al. (2010); Puerari et al.
(2012); Gulitz et al. (2013);
Garofalo et al. (2015);
Fiorda et al. (20162),
Laureys et al. (2016)

Pichia

P. membranifaciens, P.
kudriavzevii

P. fermentans

Wang et al. (2008); Fiorda
et al. (2016?)

Lanchancea

L. fermentati, L. meyercii

L. meyercii

Magalhées et al. (20112);
Magalhaes et al. (2010);
Gulitz et al. (2011); Fiorda
et al. (2016%)

Kluyveromyces

K. lactis, K. marxianus

K. lactis

Garrote et al. (2001); Wang
et al. (2008); Magalhaes et
al. (2010); Magalhaes et al.
(20118); Puerari et al.
(2012)

Kazachstania

K. aerobia, K. unispora

K. unispora, K. servazzii, K.
aerobia, K. solicola

Magalhées et al. (2010);
Puerari et al. (2012);
Garofalo et al. (2015)

Hanseniaspora

H. valbyensis, H. uvarum

H. guillermondi

Gulitz et al. (2011);
Garofalo et al. (2015);
Fiorda et al. (20162)

Outras espécies

Zygotorulaspora florentina,
Issatchenkia orientalis,
Zygosaccharomyces
fermentati, Dekkera
bruxellensis

Cryptococcus humicolus,
Geotrichum candidium,
Zygosaccharomyces fermentati

Witthuhn et al. (2005);
Gulitz et al. (2011); Fiorda
et al. (2016?), Laureys et al.
(2016)

Fonte: Fiorda, F.A., Pereira, G.V.M., Thomaz, V. Microbiological, biochemical, and functional aspects of
sugary kefir fermentation - A review. Food Microbiology. 7 April. 2017.
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