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RESUMO

LIMA, Ana Luiza Barbosa de Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2022. Influéncia de diferentes substratos na fermentacdo do kefir de agua. Orientador:
Alexandre Fontes Pereira.

O kefir ¢ uma bebida probiodtica com potencial crescimento de mercado devido a diversas
propriedades benéficas ao organismo humano. Pesquisas t€ém associado seu consumo a
modulagdo do sistema imunoldgico, equilibrio da microbiota intestinal e propriedades anti-
inflamatorias. Sua produg¢do se dd por meio dos graos que se multiplicam a partir de uma cultura
inicial de microrganismos capazes de fermentar um substrato especifico, sendo a lactose ou a
sacarose, resultando em uma bebida levemente acida, gaseificada e com baixo teor alcoolico.
Os graos de kefir de 4gua tém sua biomassa formada por microrganismos que fermentam a
sacarose, e tanto os graos quanto a bebida estdo sendo objetos de novas pesquisas por serem
menos tradicionais que o kefir de leite além de poder ser ingerido por veganos, € também
substituir a ingestao de refrigerantes. Os graos de kefir de 4gua tem potencial fermentativo em
diversos meios que disponibilizem o agiicar como substrato. Dessa forma, ¢ desejavel que se
estude os parametros fermentativos para que seja possivel conhecer se existe um meio mais
favoravel para a fermentagdo dos grdos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi utilizar trés
diferentes substratos para a fermenta¢ao com graos de kefir de agua (acticar de coco, mascavo
e refinado) e realizar analises de pH, teor de sélidos soluveis, cor e acidez total em 0 h, 12h, 24
h, 36 h e 48 h do processo fermentativo. Nos graos, foram avaliados ganho de massa, teor de
massa umida e seca, microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de dispersdo de
energia. Foram feitas cinco fermentacdes para cada fonte de agticar. Os resultados apresentaram
diferencas entre a utilizagdo dos agucares, concluindo que a diferenga mais significante foi em
relagdo ao agucar refinado e os demais. As bebidas fermentadas em agtcar de coco e mascavo
apresentaram valores de pH e acidez dentro das faixas encontradas na literatura consultada,
assim como graos com estruturas que proporcionaram boa aderéncia dos microrganismos, o
que nao foi possivel notar nos graos de agucar refinado. Tal fato pode ser devido ao processo
de refino do agucar branco que envolve compostos quimicos, fazendo com que o agucar possua
alto teor de sacarose, porém baixa concentragdo de minerais e nutrientes que favorecem o
crescimento dos graos. No entanto, os graos ndo apresentaram alto ganho de massa, o que pode
ter sido causado pela propor¢ao de agucar/grao (40 g/26 g) e até mesmo pela temperatura (27

°C) e tempo (48 h) aplicados no processo. Por fim, concluiu-se que os agucares de coco e



mascavo sao mais interessantes para a fermentagdo com os graos de kefir de 4gua, uma vez que
apresentam caracteristicas similares as desejadas para uma bebida fermentada de kefir, sendo o
agucar refinado uma op¢ao menos vantajosa tanto para a producao da bebida quanto para manter

a integridade dos graos.

PALAVRAS-CHAVE: Bebida funcional. Fontes de aglcar. Graos de kefir de &gua.

Parametros de fermentacao. Probidtico.



ABSTRACT

LIMA, Ana Luiza Barbosa de Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December,
2022. Influence of different substrates on water kefir fermentation. Adviser: Alexandre
Fontes Pereira.

Kefir is a probiotic drink with potential market growth due to several beneficial properties for
the human body. Research has associated its consumption to the modulation of the imune
system, balance of the intestinal microbiota and anti-inflamatory properties. Its procuction takes
place through the grains that multiply from an initial culture of microorganisms capable of
fermenting a specific substrate, being lactose or sucrose, resulting in a slightly acidic,
carbonated drink with low alcohol content. Water kefir grains have their biomass formed by
micoorganisms ferment sucrose, and both the grains and the drink are being the subject of new
research because they are less traditional than milk kefir, in addition to being able to be ingested
by vegans, and also to replace the ingestion of soft drinks. Water kefir grains have fermentative
potential in several media that provide sugar available as a substrate. So, it is desirable to study
the fermentative parameters so that it is possible to know if there is a more favorable
environment for the fermentation of the grains. Therefore, the objective of this work was to use
three different substrates for the fermentation with water kefir grains (coconut, brown and
refined sugar) and to carry out analyzes of pH, soluble solids content, color and acidity in O h,
12 h, 24 h, 36 h e 48 h of the process. In the grains, mass gain, wet and dry mass content,
scanning electronic microscopy and energy dispersion spectroscopy were evaluated. Five
fermentation were made for each sugar source. The results showed differences between the use
of sugars, concluding that the most significant difference was in relation to refined sugar and
the others. Drinks fermented in coconut and brown sugar showed pH and acidity values within
the ranges consulted in literature, as well as grains with structures that provided good adherence
of microorganisms, which was not possible to notice in the refined sugar grains. This fact may
be due to the white sugar refining process that involves chemical compounds, causing the sugar
to have a high sucrose content, but low concentration of mineral and nutrients that favor grain
growth. However, the grains did not show high mass gain, which may have been caused by the
sugar/grain ratio (40 g/26 g) and even by the temperature (27 °C) and time (48 h) applied in the
process. Finally, it was concluded that coconut and brown sugars are more interesting for the

fermentation with water kefir grains, since they have similar characteristics to those desired for



a fermented kefir drink, with refined sugar being a less advantageous option, both for the

production of the drink and to maintain the integrity of the grains.

KEYWORDS: Functional drink. Sugar sources. Water kefir grains. Fermentation parameters.

Probiotic.
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1 INTRODUCAO

A busca por uma alimentagdo saudavel ¢ crescente e os alimentos funcionais sdo as
opgoes de alimentos que trazem beneficios a saude humana. O kefir, por exemplo, ¢ uma bebida
classificada como funcional e probidtica, com consumo em ascensdo, em que pesquisas
associam sua ingestdo a modulacdo do sistema imunolédgico, equilibrio da microbiota intestinal
e propriedades anti-inflamatérias (DESTRO et al., 2019; ZONGO et al., 2020).

Kefir ¢ uma bebida fermentada, levemente acida e gaseificada, com baixo teor alcoolico
proveniente da fermentagdo com a presenca dos graos em substrato adequado. Os graos do kefir
sdo pequenos agregados de massa gelatinosa e consistem em uma associagdo simbidtica de
bactérias e leveduras que ¢ envolta em uma matriz polissacaridica, o kefiran. Esses graos se
multiplicam e fermentam o meio resultando na bebida kefir (ZONGO et al., 2020).

No Brasil, de acordo com a Instrugdo Normativa de n°® 46, o kefir é classificado como
leite fermentado por grdos constituidos de leveduras fermentadoras e ndo fermentadoras de
lactose (BRASIL, 2007), popularmente, o mais conhecido ¢ o obtido da fermentacdo dos seus
graos em leite, que resulta em uma bebida semelhante ao iogurte, com sabor parecido ao da
coalhada e levemente carbonatada.

No entanto, existe outro tipo de grao de kefir capaz de fermentar sacarose em meios
como suco de frutas, extratos vegetais e solucdo de dgua com acucar. Diferentes fontes de
sacarose geram variagdes nos processos fermentativos, como tempo de duracdo da fermentagao,
crescimento e multiplicacdo dos graos, além de produzir bebidas com caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais distintas. Esta ¢ uma bebida que pode ser consumida logo apds a
fermentagdo (in natura) ou ser saborizada com frutas e ervas frescas, sendo uma opg¢ao de
bebida para consumidores veganos, alérgicos a lactose ou até mesmo para aqueles que se
interessam pelo kefir como substitui¢do aos refrigerantes (DESTRO et al., 2019). O kefir de
agua ndo tem os Padrdes de Identidade e Qualidade no Brasil. O estudo de diferentes substratos
para sua producao ¢ interesse de pesquisas para estabelecer critérios da bebida, com potenciais
beneficios a saude e crescimento de mercado.

A producao brasileira industrial do kefir de leite ¢ restrita a poucas marcas e a producgao
de kefir de agua se limita a producdo caseira e artesanal, sem normas para controle da
fermentagdo ou padronizacio do produto (JANUARIO et al., 2016; VEECK et al., 2019). Em
relacdo as dificuldades da producdo industrial do kefir, deve-se ressaltar a complexidade em se

obter graos com a mesma composi¢ao microbiologica para diferentes lotes.
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Além disso, para a producao do kefir de 4gua, diversos substratos podem ser utilizados.
Assim ¢ importante compreender o efeito de cada um deles no processo fermentativo para
defini¢do de padrdes e para facilitar a escolha do substrato pelo produtor de acordo com as
caracteristicas fermentativas e o perfil final da bebida. Segundo Moretti et al. (2022), ha o
interesse em pesquisas que caracterizem o kefir de dgua utilizando diferentes substratos em
todo o mundo, contribuindo para a transi¢ao da produ¢do em escala artesanal para a industrial
e, também, favorecendo a inser¢ao dos padrdes nos Codex Alimentarius de varios paises,
incluindo o Brasil.

Dado o acima exposto, esse estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da utilizacao
de diferentes fontes de sacarose, provenientes do agucar mascavo, do agucar de coco e do agucar

branco refinado na atividade fermentativa e composi¢ao dos graos do kefir de dgua.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de diferentes substratos, a¢icar mascavo, ac¢icar de coco e agucar

branco refinado, no processo de fermentacdo do kefir de 4dgua.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir kefir de 4gua fermentado em fontes de sacarose distintas;

e Avaliar parametros como pH, acidez titulavel, teor de s6lidos soluveis, durante o tempo
de fermentacdo para os diferentes substratos;

e Avaliar o ganho de massa e massa seca dos graos para cada substrato;

e Diferenciar microscopicamente os graos do kefir de 4gua por Microscopia de Varredura
Eletronica (MEV);

e Identificar os elementos quimicos presentes nos graos fermentados em cada substrato

por Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Origem do kefir

O termo kefir tem origem da palavra turca “keif”, que significa “bom sentimento”,
“bem-estar”. Pesquisas apontam a origem do kefir nas montanhas caucasianas, hd mais de 2.000
anos, quando tribos muculmanas locais estocavam e transportavam leite, de vaca ou de cabra,
em bolsas fabricadas a partir de peles de animais e apds a retirada desse leite, outra quantidade
era adicionada, e residuos permaneciam na bolsa. Com a repeticdo deste processo por um
periodo de tempo, os graos se formavam em um agregado de moléculas compostas por
polissacarideos (CORDEIRO, 2018; SOUTO; SILVA; NEIF, 2020). As tribos presumiam que
os graos de kefir eram um presente de Al4 pois a ingestdo da bebida produzida a partir deles
era indicada para tratamento de diversas doengas (MORE, 2019; OTLES; CAGINDI, 2003).

A partir do final do século XIX, a producao artesanal do kefir se espalhou pelo mundo,
e no comego do século XX, cientistas comecaram a estudar os beneficios da ingestdo do kefir
a saude, tornando-o cada vez mais popular (CORDEIRO, 2018). Atualmente, tanto a produgao
artesanal-familiar quanto a industrial do kefir, ocorre em varios paises, tais como Russia,
Portugal, Austria, Hungria e Argentina. No entanto, de acordo com Farnworth (2005), nio se
sabe ao certo se a origem de todos os graos de kefir espalhados pelo mundo ¢ a mesma, ja que
analises microbioldgicas apontam diferentes composi¢des das culturas dependendo da regido
onde o kefir ¢ cultivado (SILVEIRA, 2017).

Em paises como Australia, Canada e Estados Unidos, produtos como queijos, frozen
yogurt e outras bebidas fermentadas sdo produzidas a base do kefir de leite (PRADO et al.,
2015). No Brasil, a fabricagdo comercial do kefir lacteo € recente, embora ndo se tenha registros
sobre datas, e apenas poucas marcas estdo disponiveis no mercado, portanto, a producdo
artesanal ainda ¢ a forma mais comum da obten¢do da bebida fermentada dos graos

(SILVEIRA, 2017).

3.2 Kefir de leite

O kefir € um leite fermentado obtido a partir da dupla fermentagao, lactica e alcoolica, de

bactérias e leveduras presentes nos graos (OTLES; CAGINDI, 2003). A bebida ¢
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caracteristicamente viscosa, assemelhando-se ao iogurte, porém ¢ levemente carbonatada e de
baixo teor alcodlico (JANUARIO et al., 2016; OTLES; CAGINDI, 2003).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(2007) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o kefir ¢ definido
como leite fermentado a partir dos graos de kefir, com produgdo de acido lactico, etanol e
didxido de carbono. As caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas da bebida variam de
acordo com a origem e quantidade de grdos inoculados (LAUREYS; DE VUYST, 2017). O
padrdo estabelecido pela Instrucdo Normativa € que a bebida deve conter menos de 1 g de acido
lactico por 100 g de bebida e de 0,5 a 1,5 % (v/m) de etanol. Além de ter no minimo 107 unidades
formadoras de colonias de bactérias lacticas e minimo de 10* de leveduras especificas
(BRASIL, 2007).

Os graos de kefir de leite sdo constituidos de bactérias acido lacticas e acéticas,
leveduras fermentadoras e ndo fermentadoras de lactose. Essa associacdo de microrganismos
forma uma massa de aspecto gelatinoso de cor branca, de tamanho entre 1 ¢ 6 mm com contorno

irregular, representada na Figura 1 (JANUARIO et al., 2016; SILVEIRA, 2017).

Figura 1 - Graos de kefir de leite.

Fonte: Januario ef al., 2016.

Dependendo do pais e da regido onde os graos sdo cultivados, sua composi¢cao pode
variar, no entanto, ¢ mais comum a presenca de bactérias dos géneros Leuconostoc,
Acetobacter, Lactococcus; e com predominancia do género de Lactobacillus, alem de leveduras
Saccharomyces (SILVEIRA, 2017).

O método tradicional de produgdo da bebida consiste na inoculagdo de, em média, 5 %
m/m de graos de Kefir em leite a temperatura de 20 a 25 °C, por um periodo de 18 a 24 h para

que ocorra a fermentagdo. O liquido fermentado ¢ filtrado e armazenado a 4°C e os graos sdo
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separados para reaproveitamento em proximas fermentagdes, uma vez que, quando cultivados
corretamente, se mantém estaveis por longos periodos (OTLES; CAGINDI, 2003).

O kefir, portanto, ¢ uma bebida fermentada funcional probiotica capaz de, se consumido
regularmente, equilibrar a microbiota intestinal, com boa qualidade nutricional, assim como
composi¢io quimica e microbioldgica favoraveis ao organismo humano (ARAUJO et al., 2019;
DESTRO et al., 2019). Ela ainda contém minerais, vitamina K, calcio e vitaminas do complexo
B, sendo que estas atuam na regulacao da atividade renal e do figado (PERES, 2019).

Vale ressaltar ainda outros beneficios a saide, como no trabalho realizado por Pedro
(2019), em que a ingestdao de kefir por mulheres com queixas gastrointestinais gerou efeitos
positivos nos sintomas de constipacao relatados. Em outro estudo feito por Ostadrahimi et al.
(2015), a ingestdo do kefir de leite auxiliou na diminui¢do da glicemia de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2, o que pode ser relacionado com os probidticos presentes na bebida que
causam a regulacdo do teor de aglicar no sangue.

Apesar de ser mais habitual a utilizagdo do leite como substrato para a fermentagao do
kefir, a mistura de 4gua e sacarose também pode ser oferecida como fonte de nutrientes para os
graos (UGALDE et al., 2019). Consumido especialmente no México, o kefir de 4gua ¢ uma
alternativa para pessoas alérgicas a produtos derivados do leite, intolerantes a lactose ou
veganos que nao abrem mao dos beneficios propiciados pela bebida fermentada (CEVIK et al.,
2019). Embora a composi¢do do kefir de agua seja diferente da bebida produzida a partir do
leite, justamente pela diferenca de substratos e da composi¢ao dos graos, seu consumo também
apresenta vantagens em uma alimentacdo equilibrada para o organismo humano (BARROS,

2019).

3.3 Kefir de agua

O kefir de 4gua ¢ uma bebida nao-lactica produzida a partir da fermentagao da sacarose
pelos graos inoculados em solugdo de agua agucarada (FIORDA, 2016; LAUREYS; DE
VUYST, 2014).

Apo6s a fermentagdo anaerdbica na presenga dos graos que varia de 24 a 96 h em
temperatura entre 20 e 30 °C, ¢ esperado que se obtenha uma bebida carbonatada de aparéncia
semi-translicida e, com cor variando entre o amarelo claro e o caramelo, dependendo do tipo
de agucar utilizado. Considerando que a sacarose ¢ o substrato a ser consumido pelas leveduras

presentes nos graos, o resultado ¢ uma agua kefirada pouco adocicada, levemente alcodlica,



19

ligeiramente 4cida e refrescante (GULITZ et al., 2011; GUZEL-SEYDIM; GOKIRMAKLI;
GREENE, 2021).

O acgucar mascavo € o principal substrato utilizado na fermentacao dos graos de kefir de
agua (TAVARES et al., 2020), porém utilizam-se também diversos vegetais e frutas, como soja,

gengibre, maca, abacaxi, uva, meldo, morango, coco ¢ jabuticaba sendo boas opg¢des de

diversificacdo e enriquecimento nutricional (DESTRO et al., 2019; FIORDA et al., 2017).

3.3.1 Historico do Kefir de agua

A exata origem dos graos de kefir de dgua ainda ¢ incerta, entretanto, Beijerinck, em
1889, relacionou os graos de kefir de dgua as “gingerbeer plants”, que teria sido levado da
Criméia ap6s a guerra, em 1856, até a Inglaterra, por soldados britanicos. Mais tarde, Lutz, em
1899, descreveu uma origem parecida com a anterior, dando o nome de “Tibis”, originario das
frutas de um cacto tipicamente mexicano, Opuncia. Na Franga, alguns anos depois, Vayssier,
em 1978, nomeou os graos de kefir de “sugary kefir grains” (grdos de kefir agucarado) com o
intuito de diferencia-lo dos graos de leite e assim ficaram conhecidos (PIDOUX, 1989).

Os paises que mais consomem a bebida de kefir de dgua sdo: Estados Unidos, México,
Canada, Japao, Tailandia e Malésia, Franga Grécia, Turquia, Roménia, Russia, Inglaterra,
Holanda, Noruega, Suécia, Espanha e Portugal, Brasil, Chile, Peru e Argentina (FIORDA et al.,
2017; SILVEIRA, 2017).

O kefir de agua conta com produgdo tradicionalmente artesanal e caseira, mas apresenta
um futuro promissor no mercado de bebidas fermentadas, ndo somente por apresentar
caracteristicas funcionais e probioticas, mas também por considerar o potencial mercado dos
consumidores alérgicos ou intolerantes a lactose e veganos (FIORDA et al., 2017; LAUREYS;
DE VUYST, 2014).

3.3.2 Beneficios do consumo do kefir de Agua para a saide humana

Ha uma tendéncia de a populagdo buscar uma melhor qualidade de vida a partir de
habitos de alimentagdo mais saudaveis e dieta equilibrada. Com isso, a procura por alimentos
funcionais e probioticos vem aumentando, sendo que estudos e pesquisas demonstram relagao
positiva entre a ingestdo desses alimentos com a satide (FIORDA et al., 2017; UGALDE et al.,
2019).



20

Os alimentos considerados funcionais sdo capazes de prover ao consumidor, além da
nutricdo necessaria obtida de um alimento, vantagens complementares como melhor
funcionamento do sistema imunoldgico e prevencao do surgimento precoce de doengas
(CAMPOLINA; AURELIO; CARVALHO, 2017).

Os probioticos, segundo a Food and Agriculture Organization (FAO/WHO) (2006), sdo
organismos vivos que ao serem consumidos em quantidade adequada, proporcionam beneficios
a saude de quem os ingere. Portanto, os probidticos sao microrganismos, podendo ser bactérias
e leveduras de diversos géneros e espécies, que atuam no organismo humano oferecendo
beneficios a saude (ANVISA, 2019). Esses microrganismos ajudam na melhor absor¢ao dos
nutrientes, como vitaminas e aminodcidos, fundamentais para o bom funcionamento do
organismo, € ainda auxiliam na diminui¢do de microrganismos causadores de doengcas,
modulando o sistema imunologico (ARAUJO et al., 2020).

No estudo realizado por Silveira (2017), foi possivel observar a atuacdo benéfica do
kefir de agua no organismo de ratos wistar em complicacdes metabolicas causadas pela
obesidade apds uma dieta especifica para este fim, e também na reducdo de gordura no figado,
além de promover efeitos anti-inflamatoérios nos animais. Ha também relatos da relagao da
ingestdo de kefir de 4gua com acdo antioxidante, cicatrizante e anti-ulcerogénica (LOPES,
2019).

Os beneficios do kefir podem ser relacionados aos mecanismos de a¢do de determinados
microrganismos presentes nos graos do kefir e que resultam em caracteristicas antimicrobianas
contra patdogenos. Esses mecanismos podem ser tanto a disputa pelos nutrientes disponiveis ou
a producdo de inibidores desses microrganismos patogénicos, como peroxido de hidrogénio ou

acidos organicos (BARROS, 2019).

3.3.3 Griaos de Kefir de agua

Os graos de kefir de 4gua (Figura 2), assim como os de leite, sdo constituidos de uma
associacdo simbidtica de diferentes microrganismos. Os de 4gua, porém, sdo mais
transparentes, menos gelatinosos e menos eldsticos, portanto menos resistentes que os graos de
leite (FIORDA et al., 2017). Além disso, a composi¢ao dos graos também ¢ diferente, visto que
o uso de sacarose seleciona leveduras, favorecendo sua prevaléncia e por isso este tipo de grao
contém maior concentracao de leveduras Saccharomyces ssp. Em conjunto com os diversos

microrganismos que compdem os graos de kefir de 4gua, existe também um polimero de
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glicose, conhecido como dextrana, resultado da fermentagdo a partir da sacarose (LAUREYS;
DE VUYST, 2014), o que distingue os graos de kefir de 4gua para os de leite, uma vez que os
graos fermentados em leite sdo compostos por heteropolissacarideos ramificados, conhecidos

como kefirano (ALVES, 2020).

Figura 2 - Graos de kefir de agua.
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Fonte: I;c;pes, 2019.

Os graos de kefir sdo estruturas resilientes que se adaptam ao ambiente em que estdo
inoculadas e tém a capacidade de se manter sauddveis enquanto o ambiente ndo se torna
prejudicial. Contudo, os graos podem ser sobrecarregados ou se estressarem dependendo da
mudanca a que forem expostos, mudando sua forma ou tamanho e apresentar aroma mais ou
menos fermentado. A habilidade de adaptacdo em diferentes ambientes e temperaturas faz com
que os graos tenham caracteristicas distintas nas estacdes do ano, podendo sobreviver em
condi¢gdes variadas. Sua cor varia de acordo com o substrato ou fruta seca utilizada na
fermentagdo, podendo ser desde marrom claro até marrom escuro (FIORDA, 2016).

Para o cultivo dos graos de kefir ¢ necessario possuir uma colonia inicial para comecar
0 processo ¢ a partir dos graos que ja existem, iniciar a fermentagdo. No principio do cultivo os
graos t€ém tamanhos pequenos e vao crescendo e se multiplicando ao longo do processo
fermentativo a partir do crescimento dos microrganismos e da biossintese dos componentes
presentes, de acordo os parametros ideais e j4 estipulados para a producdo. Entdo, para garantir
uma fermenta¢ao com alto rendimento, tanto a nivel caseiro quanto industrial, que produza uma
bebida com caracteristicas de qualidade, ¢ importante que se tenha conhecimento e
entendimento da atividade desses graos (WANG et al., 2022).

A completa atividade dos microrganismos pode se iniciar apds a segunda ou terceira

rodada de fermentagdes e, a partir deste momento, comegar o processo de crescimento e
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multiplicagdo dos graos. No entanto, devido ao seu alto poder de adaptabilidade em diversos
meios, existe a possibilidade de que os graos ndo estejam em um meio totalmente favoravel ao
seu crescimento, mas mesmo assim, 0s microrganismos sao capazes de produzir uma bebida
benéfica a saude. Ou seja, a qualidade do kefir de agua nao deve ser diretamente relacionada a
taxa de crescimento dos graos utilizados (FIORDA, 2016).

Na composi¢do geral dos graos, hd a presenca de cerca de 80% de agua e, quando
armazenados a 4 °C na sua forma in natura, apresentam uma vida de prateleira reduzida para
cerca de 30 dias quando comparado ao armazenamento dos graos secos, que fica em torno de
12 a 18 meses (FIORDA, 2016).

Em sua pesquisa, Fiorda (2016) cita estudo publicado por Garrote et al. (1997) em que
foi verificado que o armazenamento dos graos de kefir nas temperaturas de -20 °C e -80 °C nao
foi capaz de causar alteracao na microbiota e qualidade dos padrdes do kefir em relagao a bebida
produzida com graos que ndo foram armazenados previamente.

Apesar da alta variabilidade da composicao das culturas do kefir de 4gua, uma solugao
proposta por Mistry (2004) e citado por Fiorda (2016) para garantir a uniformidade da produ¢ao
da bebida ¢ a utilizagdo de cepas liofilizadas, j& que uma vez secas, espera-se nao ter alteragao

da microbiota dos graos.

3.3.3.1 Microrganismos

A diversidade da microbiota dos graos de kefir de 4gua ¢ objeto de estudo de diversas
pesquisas, uma vez que cada cultura € Unica e as caracteristicas de cada uma delas dependem
da interacdo que ocorre entre os componentes que formam a cultura. De forma geral, estudos
apontam que a composi¢do microbiana do kefir € constituida por bactérias acido acéticas,
bactérias acido laticas e leveduras. Apesar da aparéncia dos graos e sua caracteristica probiotica
ndo variarem de forma significativa em decorréncia da variagcdo da microbiota dos graos, essa
variacdo pode ocorrer de cultura para cultura, também dependendo da forma de cultivo
escolhida, assim como o tipo de substrato utilizado. Realizar lavagens excessivas e a utilizagao
inadequada dos graos também podem alterar a microbiota original e, consequentemente, as
caracteristicas fisico-quimicas do produto final (CORDEIRO, 2018; EGEA et al., 2020;
FIORDA, 2016).

Na Alemanha, por exemplo, Gulitz et al. (2011), caracterizaram a composi¢do de graos

de trés origens distintas e encontrou diversas bactérias, como Lactobacillus casei, Lactobacillus
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hordei, Lactobacillus nagelii, Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides, Acetobacter
fabarum e Acetobacter Orientalis;, e leveduras: Hanseniaspora valbyensis, Lachancea
fermentati, Saccharomyces cerevisiae e Zygotorulaspora florentina.

Provando a diferenca da composicao da microbiota de graos de kefir de diferentes
origens, Miguel et al., em 2011 analisaram microbiologicamente graos de oito estados do
Brasil, encontrando as seguintes bactérias Lactobacillus kefiri, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Acetobacter lovaniensis, € Bacillus cereus, além
das leveduras Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces fermentati, ¢ Candida valdiviana
(LOPES, 2019).

Laureys et al. (2016) analisaram outros graos, de origem Belga ¢ identificaram
Bifidobacterium aquikefiri sp., variagdo do género Bifidobacterium, que sdao bactérias
comumente relacionadas a microbiotas intestinais saudaveis e presentes na producdao de
alimentos funcionais.

Gragas a microbiota do kefir ser formada por uma gama de culturas de diferentes
microrganismos, a contaminac¢ao ndo ¢ algo simples na produ¢do da bebida uma vez que existe
competicdo por alimento e a quantidade de microrganismos benéficos provavelmente sera
maior que os patogénicos presentes no meio. Além disso, Conceigao (2012) cita um estudo feito
por Franco e Landgraf (1996) em que os autores classificam o kefir de 4gua como um alimento
tdo acido que se torna capaz de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos no seu
meio fermentativo.

No entanto, a contaminacao por E. coli e S. aureus, por exemplo, podem causar riscos
a saude dos consumidores do kefir, além de atribuir a bebida caracteristicas diferentes das
esperadas para uma fermentacao livre de contaminagdes, como textura mais densa, cheiro forte
e desagradavel, e cor palida (FIORDA, 2016).

Portanto, alguns cuidados devem ser tomados para que se possa evitar qualquer tipo de
contaminagdo por microrganismos patogénicos, incluindo utilizar utensilios e equipamentos
limpos, fermentar os graos em temperatura indicada e controlada para tal procedimento para
que ndo haja a possibilidade da proliferagcdo de fungos e bactérias causadoras de doengas, assim
como selar de forma correta o fermentador sem que seja possivel a entrada de sujidades e
insetos. Por fim, a quantidade de graos, liquido e agucar deve ser a ideal para ndo estimular as
bactérias patogénicas a competir e ultrapassar a quantidade de graos no meio. Mesmo tomando

cuidados, o risco de contaminagdo existe, porém as chances diminuem (FIORDA, 2016).
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3.3.3.2 Estrutura dos graos

Como ja citado, os graos do kefir sio compostos por bactérias, acéticas e laticas, e
leveduras. Esses microrganismos se agregam por meio de uma matriz de exopolissacarideo de
dextrano (dextrana), o EPS, que é formado por polimeros de glicose em que basicamente estao
presentes as ligacdes a-D-glicose, agregadas por ligagdes a-1,6 linear e ramificagdes em a-1,2,
a-1,3 e a-1,4, fazendo com que o comprimento de sua cadeia seja extenso (Figura 3) (alto peso
molecular) e agregando diversidade nas suas caracteristicas (LAUREYS et al., 2018;
CORDEIRO, 2018). Devido a isso, o EPS é um polissacarideo natural e biodegradavel
altamente utilizado nas induastrias de biotecnologia como as de alimentos, quimicas,

farmacéuticas, entre outras (CONCEICAO, 2012; WANG et al., 2022).

Figura 3 - Representagdo da estrutura quimica da dextrana.
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Fonte: Schmid, Sieber, Rehm (2015) apud Cordeiro (2018).

Inicialmente, a sintese da dextrana foi relacionada a presenca das bactérias acido laticas
da espécie Lactobacillus hilgardii que produzem uma glucana com estrutura semelhante a do
EPS, sendo entdo consideradas as principais responsaveis pelo crescimento dos graos do kefir
de agua (Pidoux, 1989). No entanto, no estudo publicado por Laureys e De Vuyst (2017), foi
observado que as cepas de L. hilgardii produziram EPS em graos com baixa taxa de crescimento
da biomassa, ou seja, a existéncia somente dessas cepas na microbiota foi insuficiente para gerar
um alto crescimento dos graos.

Assim, outros estudos foram realizados e foi possivel compreender que outras espécies

de BAL sdo capazes de produzir dextrana a partir da sacarose, a qual estd associada ao
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favorecimento do crescimento da biomassa dos grdos, tais como: Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus casei, Lactobacillus hordei, Lactobacillus nagelli, Leuconostoc mesenteroides e
Leuconostoc citreum (LYNCH et al., 2021; PENDON et al., 2021; WANG et al., 2022).

O EPS ¢ produzido e secretado pelos microrganismos como forma de protegao ja que a
partir da associagdo dos microrganismos dos graos e o EPS extracelular que os envolve tem-se
a formagao de uma comunidade bem estruturada denominada biofilme. Esse biofilme promove
a formacgdo dos graos e os protege contra condigdes extremas como altos niveis de etanol e
acido acético que podem ser prejudiciais aos microrganismos, desidratagao das células, adesao

a diversas superficies e reserva de nutrientes (WANG et al., 2022).

Figura 4 - Esquema de formagdo do biofilme do grao de kefir relacionado a producgio do EPS a partir do
crescimento microbiano da cultura.
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Fonte: Cordeiro, 2018

3.4 Fermentacao

A fermentagdo do kefir de 4gua ocorre a partir da inoculagdo dos graos em substrato
rico em agticar, como suco de frutas ou vegetais, ou d4gua com agucar. A bebida produzida ¢
composta pelos produtos da fermentacdo, sendo eles compostos aromaticos, acidos latico e
acético, etanol e dioxido de carbono (CORDEIRO, 2018).

A composicao final da bebida pode variar de acordo com o método aplicado no cultivo
e produgdo do kefir, a origem, qualidade e as caracteristicas do substrato utilizado, e ainda a
origem, microbiota e quantidade dos graos (OTLES; CAGINDI, 2003).

A quantidade inicial de graos ¢ um fator a ser considerado no processo fermentativo ja
que isso causa alteragdo na parcela de microrganismos em atividade, podendo afetar o pH do
meio. O tempo e a temperatura também sdo importantes, pois, pode haver alteracdo na

microbiota da fermentacao por favorecimento ou perda de determinados microrganismos. Tais
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parametros influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da bebida fermentada
(FARNWORTH, 2005).

Além disso, em estudo realizado por Laureys e De Vuyst (2017) foi comprovado que o
crescimento dos graos aumenta conforme com o consumo da sacarose, se multiplicando em
seguida e aumentando significativamente de volume, formando grios com as mesmas
caracteristicas que serdo uteis para proximas fermentagdes. Portanto, a concentracdo de

substrato deve ser ideal para nutrir os graos.

3.4.1 Interacoes e dinimica da fermentacao

As bactérias e leveduras que compdem os graos sdo responsaveis pela producao do kefir
participando de trés etapas do processo de fermentagdo. As bactérias acido laticas convertem
os carboidratos disponiveis no meio (sacarose ou lactose) em agticares simples e acido lactico.
J& as leveduras, fermentam os agticares simples, transformando glicose ou frutose em etanol.
Em seguida, as bactérias acido acéticas utilizam o etanol para a producdo do acido acético

(Figura 3) (FIORDA et al., 2016a).

Figura 5 — Processo simplificado da fermentacdo do kefir de agua.
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Fonte: Adaptado de Cordeiro, 2018.

De acordo com o estudo feito por Lynch ef al. (2021), a Figura 6 representa, de forma
mais completa, apresentando os principais caminhos e produtos do processo, o mapa
bioquimico da fermentacgdo realizada pelos microrganismos que compdem os graos do kefir de

agua. Os autores enfatizaram que o esquema foi montado a partir do conhecimento atualmente
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disponivel em relagdo ao processo de fermentacdo, e que ¢ real a possibilidade de existirem
outras interagdes acontecendo entre espécies de microrganismos desconhecidos, assim como a
formagdo de compostos importantes nao identificados até entdo. Tal mapa ou “nuvem” foi
representado neste formato com o intuito de simular a estrutura fisica de um grao de kefir e a

atividade do processo que ocorre no seu interior.

Figura 6 - "Nuvem" representativa da interacdo da microbiota do kefir de 4gua e seus produtos formados.
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Na imagem, os cubos de agucar representam, de forma geral, os substratos utilizados na
fermentagdo que sdo fonte de carbono para o processo, € os figos secos representam frutas secas
que podem ser adicionadas a fermentacdo, utilizadas como fonte extra de proteinas,
complementando o meio com sais minerais e nutrientes. No Brasil, essa pratica ndo ¢ essencial
visto que os agucares encontrados no mercado podem apresentar origem organica ou mais
natural do que em outros paises, onde as frutas secas sdo requeridas e comumente utilizadas.

Os microrganismos que constituem os graos do kefir de agua sao as leveduras, bactérias
acido laticas e bactérias acido acéticas, sendo estas ultimas em menor quantidade, e tais
microrganismos sao alimentados pelo substrato fornecido pelo agucar, a sacarose.

No inicio da fermentagdo, a sacarose ¢ consumida pelas leveduras e por algumas
bactérias laticas que possuem a capacidade de consumir esse substrato sem a necessidade da
interferéncia das leveduras, a partir da via metabodlica glicosiltransferase que ¢ utilizada por

algumas bactérias acido laticas.
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De forma geral, a sacarose ¢ consumida pelas leveduras e o resultado dessa acdo ¢ a
excrecdo da enzima invertase, que € capaz de quebrar as moléculas da sacarose em glicose ¢
frutose. Quando o meio possui alta concentracdo de agucar, as leveduras excretam grande
quantidade dessa enzima, fazendo com que a velocidade da fermentagao aumente e com isso,
as leveduras conseguem mais energia para o processo.

Apds a quebra da molécula de sacarose em glicose e frutose, e com a liberagdo da
enzima invertase, as bactérias acido laticas consomem esses monossacarideos por meio de vias
metabolicas especificas e produzindo assim, na fermentagao latica, o acido latico (via glicolise)
e o manitol (via desidrogenase do manitol), além do EPS, o exopolissacarideo responsavel pela
estrutura dos graos (descrito pelo autor como biomassa dos graos e por isso se encontra no
interior do mapa).

Ao mesmo tempo em que ocorre a agao descrita anteriormente de liberagao da enzima
e consumo dos monossacarideos, as leveduras também consomem a glicose ¢ a frutose e
formam os outros principais produtos da fermentacdo alcoolica: o etanol, CO», ésteres e alcoois
superiores. A presenga de CO2 no meio fermentativo € notoria durante o processo ja que €
possivel observar bolhas se formando na superficie do liquido, € quanto maior a atividade das
leveduras, maior ¢ a quantidade de bolhas aparentes no meio. Os ésteres e alcoois superiores
sao comumente produzidos em pequenas quantidades, mas sdo essenciais para a composicao
aromatica da bebida final.

Em relacdo as frutas secas, Lynch et al., (2021) consideram que as mesmas fornecem
proteinas para o processo € sdo essas proteinas que sdo consumidas primariamente pelas
leveduras, processo que também ir4d resultar na liberagdo de enzimas no meio, que
posteriormente quebram as proteinas disponiveis em peptideos e aminoacidos, e entrando em
seguida no metabolismo das bactérias acido laticas.

J& as bactérias acéticas dependem preferivelmente da glicose (j& que comumente nao
consomem frutose) para a formacao do acido gluconico. Utilizam também dos peptideos,
aminoacidos e etanol produzidos pela atuagdo das leveduras, e a assim, no final do processo
fermentativo do kefir de 4gua, comecam a sua atividade da fermentacao acética.

Além disso, as bactérias acido acéticas também dependem da presenca de oxigénio para
atuarem na fermentagdo, porém, considerando que o kefir ¢ cultivado por pouco tempo,
geralmente, nao ha a necessidade de agitagdo do meio durante a fermentacdo. Além disso, a
concentragdo de etanol € baixa, e levando em conta a baixa presenga das bactérias acido acéticas

no meio, sua atividade ¢ limitada e, consequentemente, os produtos da fermentacdo desses
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microrganismos serdo presentes em menor quantidade em relacdo aos outros. No entanto, tais
produtos sdo importantes para o resultado do processo, uma vez que agregam acidez e aroma a
bebida, além de apresentarem beneficios a saude.

A fermentacao, de forma geral, apresenta diversos fatores que podem influenciar no
andamento do processo (Figura 7) e por isso, cada fermentacdo tem uma caracteristica

individual apesar de seguir um padrao.

Figura 7 - Consequéncias gerais de diversos fatores na fermentagdo do kefir de agua.
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Apesar de possiveis alteracdes nos processos de fermentacdo, € possivel perceber a
relagcdo de dependéncia das bactérias acido laticas com as leveduras, que iniciam a fermentagao,
dando condigdes para as bactérias se desenvolverem, assim como a dependéncia das bactérias
acido acéticas com os produtos das etapas iniciais do processo para sua atividade, por isso a
composi¢ao dos graos de kefir ¢ considerada uma simbiose.

No estudo da cinética da fermentagao feito por Laureys e De Vuyst (2014), a sacarose
foi o substrato escolhido para o processo de producao do kefir de 4gua utilizando agucar nao
refinado. Assim como representado no esquema proposto por Cordeiro (2018), passadas 24
horas do inicio da fermentacdo, a sacarose presente no meio foi consumida em grande
quantidade e houve formagdo de frutose, sugerindo a atividade das bactérias acido laticas. O

consumo quase total da sacarose foi relatado ap6s 72 horas de fermentacdo. As leveduras, entdo,
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fermentaram a frutose disponivel resultando em etanol, que, a partir das bactérias acido acéticas,
aumentaram a quantidade de acidos latico e acético ao longo do processo.

Em relagao ao pH, Yaman, Elmali, Kamber (2010) avaliaram a fermentagao do kefir de
leite e apresentou dados que mostram sua variagao durante o processo, em que no inicio o pH
cai rapidamente, devido a producao dos acidos latico e acético, caminhando para a estabilidade
de acordo com o passar das horas. Também para Laureys e De Vuyst (2017), na fase da
fermentagdo aerdbica, as bactérias acido acéticas eram predominantes, produzindo &cido
acético, resultando na queda do pH do meio. No entanto, apesar da aceleracao do processo de
fermentagdo, o baixo pH pode ter causado estresse aos graos, evitando sua multiplicagdo em
grande quantidade. Portanto, a concentragdo de substrato e de graos € essencial para o equilibrio

do processo.

3.4.2 Metabolitos e compostos produzidos

O kefir de 4gua ¢ formado pelos produtos da fermentagcdo dos microrganismos presentes
na cultura especifica que estd sendo fermentada, portanto, pode haver variagdo nos compostos
encontrados nas bebidas. Porém, aproximadamente 30 compostos diferentes ja foram

identificados (Figura 8) (GUZEL-SEYDIM; GOKIRMAKLI; GREENE, 2021).

Figura 8 - Metabdlitos e compostos aromaticos encontrados no kefir de agua.
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Fonte: Adaptado de (GUZEL-SEYDIM; GOKIRMAKLI; GREENE, 2021).

Os principais metabolitos produzidos durante a fermentacao dos graos de kefir de agua
sdo os acidos latico e acético, glicerol e manitol. O manitol, por exemplo, apresenta

caracteristicas importantes para o kefir de 4gua como a dogura e o perfil antioxidante. O glicerol
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¢ uma molécula que pode interferir na viscosidade do kefir, tornando-o levemente mais viscoso,
porém ndo interfere no aroma e sabor da bebida (FIORDA, 2016). Os componentes
responsaveis pelo aroma da bebida sdo, principalmente, 2-metil-1-propanol, alcool isoamilico,
acetato de isoamila, acetato de etila, hexanoato de etila e octanoato de etila (GUZEL-SEYDIM;
GOKIRMAKLI; GREENE, 2021; LAUREYS; DE VUYST, 2014).

Na Figura 9, a seguir, ¢ apresentado o resultado da analise de cromatografia liquida de
alto desempenho (HPLC) realizada no estudo de Fiorda et al. (2016b), em que foi analisada
uma amostra de kefir de agua com o mel sendo o substrato da fermentagao. O estudo avaliou
caracteristicas fisicas e composi¢do quimica da bebida durante o processo fermentativo (24h) e

depois, no periodo de armazenamento (35 dias).

Figura 9 - Resultado da analise de HPLC do kefir de 4gua com mel.
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No grafico da andlise, os autores constataram maior presenca de 4cido citrico resultante
da fermentacdo, além da producdo de etanol, dos &cidos acético, oxalico, succinico e latico. No
entanto, nao foi indicada a presenca de outros acidos como malico e gélico, que também podem
ser encontrados na composi¢ao do kefir de agua.

De forma geral, segundo os autores, agucares e acidos organicos agregam caracteristicas
positivas as bebidas, principalmente sensoriais, como refrigerantes e vinhos. Esses compostos
fornecem frescor e dogura ao paladar, construcao do aroma da bebida e ainda podem contribuir

para a estabilidade microbioldgica do meio (FIORDA et al., 2016b).
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3.5 Substratos como fontes de sacarose

Como substrato para a fermentagdao no kefir de agua, ¢ importante a escolha de um
acucar de qualidade, livre de contaminacao e de demais ingredientes que possam interferir na
multiplicag¢do dos graos, e que seja fonte de nutrientes para os microrganismos, afim de se obter
um processo fermentativo satisfatorio.

Da cana-de-agucar ¢ possivel produzir diversos tipos de agticares e por isso encontra-se

no mercado varias opgoes.

3.5.1 Acucar mascavo

Com aspecto timido e de cor escura, o agiicar mascavo ¢ um produto praticamente bruto
obtido da moagem da cana-de-agucar. Por ndo passar por nenhum processo industrial como
branqueamento ou refinamento (em que se produz o agucar branco refinado, por exemplo) ¢
capaz de conservar vitaminas € minerais presentes na cana, como calcio, ferro, manganés e
potassio, sendo entdo, uma opg¢ao de agucar saudavel e boa fonte de nutrientes. Os processos
envolvidos na produ¢do do aguicar mascavo sd3o a moagem da cana, cozimento e desidratagdo
do caldo. Sua composi¢do de sacarose ¢ de cerca de 90%, 6% de acucares redutores,
aproximadamente 15% de minerais (K, Ca, P, Mg, Na, Fe, Mn, Zn e Cu) e umidade perto de
2,5% (CHEMELLO, 2005; DESTRO et al., 2019; GUERRA; MUJICA, 2010; SOUZA et al.,
2018).

Afim de aproveitar seu perfil nutritivo, o agucar mascavo ¢ utilizado na industria
alimenticia na produgao de bolos, produtos integrais e paes. Além disso, o estudo realizado por
Destro et al. (2019), constatou que a utilizagao do agiicar mascavo na fermentacao dos graos de
kefir de 4gua foi satisfatoria em relag@o ao teor de agucar total que apresentou reducdo de cerca
de 50% ao longo do processo fermentativo e presenca de minerais na bebida, como K e Mn.

Portanto, com alto teor de sacarose e nutrientes, o aglicar mascavo ¢ uma op¢ao

favoravel de substrato para a inoculagdo dos graos de kefir de agua.

3.5.2 Acucar de coco

O agucar de coco ¢ proveniente de cortes no coqueiro que liberam sua seiva e que,

quando aquecida até a evaporagdo da agua presente, possibilita a cristalizacdo da sacarose
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resultando na formacao do aguicar de coco, um agucar de cor marrom escuro e aspecto granulado
(ALVES, 2020). Com cerca de 7% de frutose e 3% de glicose, seu teor de sacarose ¢ de
aproximadamente 80%, e apesar de ter menor quantidade de sacarose, sua dogura se compara
com a do acgucar refinado e pode ser substituido na propor¢ao de 1g de actcar de coco para 1g
de agucar refinado (WRAGE et al., 2019).

O fato de possuir caracteristicas saudaveis a alimentacao agrega valor ao agucar de coco
e o faz ganhar espaco no mercado brasileiro, apesar do seu uso ser pouco comum no dia a dia
dos consumidores do Brasil. Assim como o agucar mascavo, esta variedade do agticar de palma
ndo passa por nenhum processo industrial de refinamento, apenas secagem e peneiramento. Por
isso, de acordo com Philippine Coconut Authority (PCA) (2015), o agucar de coco preserva em
sua composi¢do os nutrientes presentes no coco, como minerais (Fe, Zn, K e Ca) e também a
inulina, uma fibra que ¢ capaz de retardar a absor¢do de glicose pelo corpo humano, fazendo
assim com que o indice glicémico deste agucar seja menor do que o agucar branco refinado.

Apesar dos nutrientes do substrato serem necessarios para o crescimento dos graos de
kefir, o alto teor de vitaminas e minerais que compdem o agucar de coco pode sobrecarregar os
graos, fazendo com que sua multiplicagdo ndo ocorra em grandes quantidades. Por isso, pode
ser interessante avaliar a combinacdo do alto teor de nutrientes do agucar de coco com a elevada
pureza de sacarose do acucar branco refinado, afim de equilibrar o meio de substrato para

fermentacgdo dos graos de kefir de agua (SOUZA et al., 2018).

3.5.3 Acucar branco refinado

Por passar por processos de refinamento, este tipo de agtiicar dispde de caracteristicas
visuais mais atrativas como cristais muito finos, de aspecto solto com baixa umidade, e de cor
branca sem adi¢do de corantes. O agucar branco refinado € mais puro do que os outros agucares,
contendo alto teor de sacarose (cerca de 98%) e ¢ o agucar mais consumido pelos brasileiros
(CREMA, 2012; JAMBASSI, 2017).

Para a fermentacao do kefir de agua, o agucar refinado pode produzir uma bebida de
caracteristica final pouco doce e acida. Diferente do aclicar mascavo, o agticar branco refinado
contém menos nutrientes e por isso pode levar a uma menor multiplicagdo dos graos, resultando
também, na producdo de uma bebida com menos qualidades nutricionais (OLIVEIRA;
KAWASHIMA; VERAS, 2018). Além disso, o baixo desenvolvimento e crescimento de

microrganismos observado em estudos sobre a bebida produzida a partir deste substrato pode
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ter relacdo direta com a adi¢do de compostos quimicos nas fases do processo de producgdo do
acucar branco refinado, como dioxido de enxoftre e perdxido de hidrogénio que tem como

intuito branquear o agtcar (CEVIK et al., 2019).
3.6 Producio do Kefir de agua

A producdo do kefir de agua (Figura 10) ¢ tradicionalmente artesanal e se da,
basicamente, pela adicdo e incubagdo dos graos de kefir em um meio com substrato onde
ocorrerd a fermentacdo, em média, por 24 horas a uma temperatura entre 25 a 30°C. Com o
processo fermentativo completo, o liquido fermentado ¢ filtrado e os graos podem ser utilizados
em outra batelada ou podem ser lavados, desidratados e armazenados de forma refrigerada para
serem utilizados em fermentacdes seguintes. Além da inoculagdo direta dos graos na solug¢do
de substrato, outra possibilidade para a fabricagdo do kefir de agua ¢ utilizar culturas isoladas
e liofilizadas de bactérias e leveduras para a fermentagdao (FIORDA, 2016).

Ap6s a filtracdo, a bebida pode ser engarrafada para continuar com o processo de
carbonatacdo, em temperatura média de 25°C por 24h. Posteriormente, a bebida deve ser

armazenada a 4°C e estara pronto para o consumo (DESTRO et al., 2019).

Figura 10 - Fluxograma genérico de produgédo artesanal do kefir.
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Para iniciar uma fermentagdo, ¢ importante que alguns pardmetros sejam levados em
considera¢do e por isso, na literatura sdo encontrados estudos que apontam valores especificos
para tais parametros, dependendo da forma e at¢ mesmo da regido de cultivo. Em relacao a
temperatura, de forma geral, os graos de kefir tanto de leite quanto de agua sao fermentados na
faixa de 25 a 30°C (FIORDA et al., 2017) . Porém, a temperatura de 21°C foi mencionada como
uma possibilidade de faixa de fermentagdo 6tima para os estudos feitos por Laureys; De Vuyst
(2011) e por Alsayadi et al. (2013).

Quanto ao tempo de incubacao dos graos no meio com substrato, a producao do kefir
de dgua apresenta uma variagao nas horas de fermentagdo do que no caso do kefir de leite. Isso
acontece pelo fato de a producdo do kefir de leite ser considerada mais padronizada e
geralmente se faz completa em um periodo de 24 horas (Guzel-Saydim et al., 2005),
diferentemente do kefir de 4gua. Para Fiorda et al. (2017), a fermentagdo do seu estudo
considerou o tempo de 24h, mas para Randazzo et al. (2016), 48h foi o periodo melhor
observado e ja para Gulitz et al. (2011), o tempo de fermentagao ideal foi de 72h.

No que diz respeito a quantidade de grdos a serem inoculados também existem
variagoes, nao havendo a determinagao de um padrdo. Para Fiorda et al. (2017), foi utilizada a
propor¢ao de 10% de graos por volume de meio fermentativo, ou seja, massa/volume. No
entanto, no estudo de Alsayadi et al. (2013), apenas 5% m/v foram utilizados na fermentacao.

Durante a processo fermentativo, ocorre o crescimento ¢ multiplicagdo dos graos de
kefir, que varia dependendo do substrato utilizado, além de ter a influéncia da agitacdo do meio
de tempos em tempos e da integridade dos grdos inicialmente inoculados. Em média, o
crescimento didrio dos graos cultivados para ativagdo em leite € de 5% e dos cultivados em
meio agucarado € 45%, e apds esta etapa, ha a multiplicagdo dos graos, que mantém a
composicdo microbiologica da cultura inicial. Entdo, de forma geral, quando decorrida
corretamente, a fermentacdo ¢ capaz de multiplicar os grios em grande quantidade,
possibilitando os produtores de realizarem a venda ou a doagao do excesso desses graos, sempre
atentando-se a necessidade da conservacao correta dos graos, sejam eles desidratados, secos ou
inoculados em meio aquoso (SANTOS et al., 2012).

A produgdo caseira da bebida é considerada simples e acessivel, j4 que ndo exige
equipamentos especificos e de alto custo, podendo ser feita em pequena quantidade com
utensilios domésticos devidamente sanitizados. Sua saborizagdo pode ser feita com variadas

frutas ou ervas, como no estudo feito por Ugalde et al. (2019), em que foi produzida uma agua
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kefirada adicionada de suco de laranja e gengibre que, ao ser avaliada, obteve 53% da intencao
de compra.

No Brasil, poucas marcas comercializam a bebida fermentada de leite. No caso do kefir
de 4gua, no ano de 2022 foi iniciada a venda da bebida em larga escala por uma tinica empresa
considerando o mercado nacional, apesar de ainda ndo existir legislacao propria da bebida para
comercializa¢do. De acordo com Fiorda et al. (2017) e Acik et al. (2020), estudos ainda devem
ser feitos com o objetivo de projetar e testar equipamentos de escala industrial que possam ser
eficientes no processo, assim como desenvolver maneiras de evitar a contaminacao da cultura
iniciadora da fermenta¢do, manter o0 mesmo grupo de microrganismos em diferentes bateladas
de produtos e padronizar a qualidade da bebida.

Considerando a producdo industrial da bebida a base de agua, Fiorda ef al. (2017)
sugeriu um fluxograma incluindo todas as etapas do processo produtivo, representado na Figura

11.

Figura 11 - Fluxograma da produgao industrial do kefir de agua
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Fonte: Adaptado de Fiorda et al., 2017.

O processo indicado acima apresenta as mesmas etapas do processo artesanal, porém
conta com equipamentos com capacidade de producdo industrial em grande escala, como
tanque de homogeneizacgao, pasteurizador, trocador de calor, fermentador ou biorreator e filtro.
No estudo mais recente realizado por Guzel-Seydim, Gokirmakli e Greene (2021), os autores

reforcam a dificuldade de se encontrar no acervo cientifico disponivel, artigos que descrevam
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e relatem sobre a produ¢do industrial do kefir de 4gua bem como as caracteristicas dos graos
em relacdo aos parametros de fermentagao.

Além disso, ndo se encontrou na literatura a proposi¢ao, como um comparativo, da
utilizacao dos agucares mascavo, de coco e branco refinado para a produgdo do kefir de agua
em relacdo aos parametros cinéticos, seja para fins de consumo caseiro ou de comercializacao.
Assim, julga-se relevante realizar uma pesquisa que avalie a atividade de diferentes substratos
na fermentacao do kefir de 4gua, determinando padrdes de pH, teor de s6lidos soluveis, acidez

do meio e crescimento dos graos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais da pesquisa

As andlises de pH, teor de solidos soluveis, acidez, teor de crescimento, taxa de agua e
ativacao dos graos foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vicosa, no Laboratério de Bebidas Fermentadas e Destiladas. A etapa de fermentacao foi
realizada no Laprobqi — Laboratorio de Processos Bioquimicos e Fermentativos, no
Departamento de Tecnologia de Alimentos — UFV. As analises dos graos por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS) foram realizadas
no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) - UFV. A andlise de cor foi realizada no

Laboratério de Embalagens, do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.

4.2 Obtencao dos graos e aclicares

Os graos foram obtidos por doacdo de producdo artesanal da cidade de Vigosa, Minas
Gerais, disponiveis em comércio local.

Os agucares foram adquiridos em supermercados locais. As marcas de actcar de coco e
acucar refinado foram escolhidas de acordo com a disponibilidade para compra e a marca do
acucar de mascavo foi definida a partir da leitura de artigos publicados sobre o assunto que

indicaram a melhor op¢@o em relagdo ao crescimento de biomassa e formagao de produtos.

4.3 Ativacao dos graos

Os graos foram doados embalados em pequenos sacos plésticos e congelados. O
descongelamento foi feito em dgua em temperatura média de 25° C por 24 h, de acordo com a
sugestdo do produtor cultivador dos graos adquiridos. Apos esse periodo, os graos estavam
completamente descongelados e prontos para seguirem para a etapa de ativagdo. Esta etapa
consistiu em inocular o contetido dos sacos plasticos (cerca de 5g de graos) em 500 mL de dgua
mineral com 2 colheres de agticar mascavo (cerca de 30 g — 6 % m/v) por 7 dias, sendo que a
solucdo acucarada foi trocada a cada 24 h (ALVES et al., 2021). Ao final dos 7 dias, era possivel
verificar a formag¢do de bolhas na superficie da solu¢do indicando que os graos ja estavam em

atividade e que, a partir daquele momento, a fermentacdo poderia ser iniciada.
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4.4 Fermentacao

Apds a ativagdo, os graos ja estavam prontos para incubacdo. A agua mineral foi
utilizada para as fermentagdes, uma vez que a agua deve ser isenta de cloro, composto que pode
inibir o crescimento da cultura de microrganismos. Os agucares foram peneirados para que
qualquer outra particula nio fosse adicionada ao processo e, antes de serem dissolvidos na dgua,
cada tipo de agucar foi pesado.

O volume de agua foi calculado a partir da quantidade disponivel de graos para cada
fermentagdo, tendo como base 10 % m/v. Para cada fermentacao, estavam disponiveis 26 g de
graos, portanto, foram utilizados 260 mL de 4gua mineral.

Em cada recipiente foi adicionada a 4gua em temperatura média de 24°C, e em seguida
os acucares, cerca de 30 g. Com as solucdes homogeneizadas foi medido o teor de sélidos
soluveis (TSS) de cada uma. O padrio inicial foi de um teor de s6lidos soluveis de 9 °Brix e
nao houve uma consideravel variacdo na quantidade de cada tipo de agticar. Ao conferir o TSS,
caso estivesse abaixo do estipulado, mais actcar deveria ser adicionado até atingir o valor
desejado.

Com o TSS padronizado, os graos previamente pesados foram adicionados a solugdo. O
recipiente foi coberto com tecido de material respiravel e preso com elastico.

A incubag¢do foi feita em Incubadora B.O.D. — Nova Etica®, modelo 411 D —, na
temperatura controlada de 27 °C, e os recipientes utilizados foram suqueiras de vidro
devidamente higienizadas com capacidade de trés litros, com torneira na parte inferior para

recolhimento das amostras.

Figura 12 — Recipientes de vidro (suqueiras) contendo agua, agucar e os grdos, armazenados na estufa em
processo de fermentacao.

Fonte: O autor.
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As fermentagdes foram feitas em sistema de batelada, sendo que cada batelada
constituiu de uma fermentagdo para cada agucar, ou seja, 3 fermentagdes por batelada. Foram
realizadas 5 bateladas de fermentagdes, portanto, cada agtcar teve 5 repetigdes de fermentagao.
Uma unica batelada teve duragdo de 48 h, totalizando ao final das 5 repeti¢des, 10 dias de

Pprocesso.

Figura 13 — Esquema da metodologia de producdo do kefir de agua utilizada para a realizagdo do presente
estudo.
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Fonte: O autor.

4.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi caracterizado como um Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), também conhecido como Planejamento Completamente Aleatorizado,
sendo ele um delineamento experimental de simples execu¢do. Os experimentos sdo chamados
de experimentos inteiramente ao acaso e se aplicam em situagdes de uniformidade dos dados
obtidos em repeticao em que sao separados pela igualdade ou diferenca entre as repeticdes dos
tratamentos, ao acaso (STOCHERO; JACOBI; LUCIO, 2020).

Durante as 5 repeti¢cdes do processo fermentativo, o recolhimento de amostras foi feito
imediatamente apos a inoculagdo dos graos no meio, € a cada 12 h a partir do inicio até
completadas 48 h de fermentacdo. Levando em conta que na etapa de ativagao foi utilizado o

acucar mascavo e, portanto, os graos estavam adaptados aquele meio, a primeira batelada de
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fermentagdo (F1) foi denominada o pré-indculo, ou seja, ndo foi considerada nas analises dos
resultados. Os dados foram analisados a partir da F2.

As analises de pH, TSS e acidez titulavel foram realizadas em triplicata. As demais
analises foram realizadas apenas uma vez para cada repeticao.

Para as analises dos graos, houve recolhimento apenas ao final de cada fermentacao, e
todas as andlises foram realizadas uma tinica vez por repeticao.

Anadlises de variancia (ANOVA) e teste de comparacdo de médias de Tukey,
considerando nivel de 5% de significancia (p<0,05), foram feitas utilizando o software Minitab
Statistics®. Além disso, no software Prism - GraphPad® foram feitas as regressdes lineares

referentes as analises de pH, teor de sélidos soluveis e acidez total.

4.6 Analises

Com o intuito de acompanhar o processo fermentativo em um intervalo regular, as
amostras para as analises foram retiradas a cada 12 h e armazenadas em potes de acrilico com
capacidade de 23 mL, os quais foram mantidos em congelador até a realizacdo da anélise de
cor. Para cada analise (pH, teor de sdlidos soluveis e acidez), um pote de acrilico foi
devidamente identificado com a numeracdo da respectiva fermentagdo (Fn), qual o aglcar
utilizado como substrato (C, M, R), a hora em que a amostra foi recolhida (0 h, 12 h, 24 h, 36
h, 48 h) e por ultimo, o nome da analise a ser realizada com aquela amostra.

Para a andlise de cor foram recolhidos 18 mL, totalizando trés recipientes para cada
acgucar que foram armazenados em congelador. Para as analises de pH, teor de solidos soluveis
e acidez total, realizadas logo apds recolhimento da amostra e sem necessidade de
armazenamento posterior, foram recolhidos 30 mL no total.

Em relacdo as andlises referentes aos graos, para taxa de crescimento, os graos foram
pesados imediatamente ap0s finalizacao de cada fermentagcdo em balanga analitica - Bioscale®
FA2204B-BI. Para teor de dgua, foram pesados 5 g de graos, também nos potes de acrilico de
capacidade de 23 mL, e armazenados em refrigerador por cerca de 2 dias até a pesagem. Além
disso, dois graos provenientes da fermentacdo de cada tratamento foram recolhidos apds a
finalizacdo do processo fermentativo e armazenados de acordo com o protocolo de preparagao
de amostra (descrito no ponto 4.6.2.3) até realizacao da andlise de microscopia eletronica de

varredura e de espectroscopia por energia dispersiva.
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4.6.1 Analises da bebida

4.6.1.1 Analises fisico-quimicas

As andlises de pH, teor de s6lidos soluveis e de acidez foram realizadas imediatamente
apos o recolhimento das amostras a fim de ser possivel a deteccdo de qualquer intercorréncia
durante a fermentacao, tal como, o pH ou acidez muito baixo repentinamente ou o teor de
solidos soluveis que ndo abaixou em 12 h de processo, podendo indicar falta da atividade dos
graos presentes na fermentagao.

Utilizando o medidor de pH devidamente calibrado com as solu¢des tampao — MS
Tecnopon®, modelo RS 232 — o eletrodo foi inserido na amostra a ser analisada e o valor de
pH mostrado no display do equipamento foi lido e anotado (IAL, 2008). O resultado lido pelo
equipamento pode ter variagdo de 0,1 para mais ou para menos.

Para avaliar o teor de solidos soluveis da amostra, uma gota do liquido foi colocada no
prisma do equipamento refratometro analogico portatil — SBR-0032, fechando com a tampa de
acrilico e posteriormente fazendo a leitura do nivel de concentragdo de agucar na bebida por
meio do visor (IAL, 2008). De forma geral, a analise de TSS ¢ 1til para que se avalie a
fermentagdo a partir do consumo do substrato principal, que neste caso, ¢ a sacarose. Portanto,
considera-se que a fermentacdo estd correndo de acordo com o esperado quando o teor de
solidos soluveis da solugdo analisada cai ao longo do tempo do processo, apontando que os
microrganismos daquela fermentagdo estdo em plena atividade

Na andlise de acidez total ou acidez tituldvel seguiu-se a metodologia do método
titulométrico padronizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), em que 10 mL de amostra junto
de 100 mL de 4gua destilada foram adicionados em um erlenmeyer de 150 mL para serem
titulados com NaOH 0,1 mol/L, com fator de correcao 0,998. Foram adicionadas de 3 a 4 gotas
de indicador fenolftaleina nas amostras para que fosse possivel identificar o ponto de viragem
no momento da neutralizacdo pela titulagdo.

A equagao utilizada para determinagdo da acidez em solucao molar por 100 mL:

VXMxfx100
A\

(M

Onde:
V ¢ o volume gasto de NaOH 0,1 mol/L;
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M ¢ a molaridade da solugdo de NaOH;
f ¢ o fator de correcao do titulante;

v € 0 volume da amostra em mL.

4.6.1.2 Analise colorimétrica

Com o intuito de verificar a mudanca da cor das amostras de kefir de 4gua ao longo de
uma fermentacao foi feita a analise colorimétrica realizada no ColorQuest XE - HunterLab®,
por meio do método CIE (Comission Internationale de L’Eclairage) que tem como fundamento
expressar as cores de forma numérica, que deve ser interpretada a partir de um diagrama de
colorimetria nos espacos L*a*b* e L*C*h (Figura 14). Foram analisadas amostras nos 5 tempos
(0 h, 12 h, 24 h, 36 h e 48 h) das 5 fermentagdes executadas para cada substrato, através das
cubetas preenchidas com 5 mL de amostra. Para a analise de cor das amostras, o iluminante

padrao definido no equipamento foi o D65 que corresponde a luz natural do dia (MORE, 2019).

Figura 14 - Diagrama para interpretagdo da analise colorimétrica.
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Fonte: Adaptado de Belasco et al. (2020).

Para melhor compreender o sistema CIE L*a*b*, faz-se necessario conhecer o que ele
representa e apresenta como resultados. Tem-se que o sistema indica trés parametros referentes
ao espectro do iluminante utilizado em relacdo a reflectancia do objeto em questdo. Portanto,
no diagrama sao indicadas as cores assim como sua posi¢ao no espectro, em que a luminosidade

varia do preto (total de absor¢do) até o branco (total de reflexdo) pelo valor de L* no eixo
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vertical. O parametro a* mede a cromaticidade, que representa a intensidade do vermelho (+)
até o verde (-) e b*, considerando o mesmo conceito, porém do amarelo (+) ao azul (-). O
parametro C* representa a saturagdo e h a tonalidade (BELASCO et al., 2020; DESTRO, 2017;
MORE, 2019).

O equipamento entdo identifica os parametros L*, a*, b* e disponibiliza os valores no
sistema. Os demais parametros (h e C*) foram obtidos de acordo com as Equagdes 2 ¢ 3, ¢ a
diferenca total de cor (AE) considerando as cores nos diferentes tempos analisados dentro de

uma mesma fermentacao foi calculada a partir da equagao 4 (DESTRO, 2017):
(b)

h = arctan @ (2)
Cx=[(a)?+ (b*)*]*® (3)
AE = [(AL")? + (Aa*)? + Ab*)?]%5 (4)

4.6.2 Analises dos graos

4.6.2.1 Taxa de crescimento

Para avaliar a taxa de crescimento dos graos, apos cada fermentacdo, os graos foram
peneirados, levemente secos com papel toalha e pesados em balanga eletronica com duas casas
decimais — Even®, BL-3200AS-BI — seguindo metodologia de Alcides; Oliveira; Bagagli
(2020). A Equacao 5 a seguir foi aplicada ao célculo da taxa de crescimento dos graos, em base
umida, apresentado em porcentagem.

(my — my)
mi

%Ganho de massa = x 100 (5)

Onde:
m; ¢ a massa inicial dos graos antes da fermentacao;

mys ¢ a massa final dos graos depois de fermentados.
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Figura 15 - Graos fermentados em solugdo de agticar de coco, mascavo e refinado, respectivamente.
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Fonte: O autor.

4.6.2.2 Teor de Agua e massa seca

Para calcular o teor de 4gua e massa seca dos graos, cerca de 5 g de graos (mi) foram
recolhidos ap6s cada fermentagao e armazenados em potes de 23 mL de acrilico. Os graos foram
acondicionados em refrigerador até que todas as amostras estivessem disponiveis para
realizacdo da analise. Portanto, ao fim dos 10 dias de processo, os graos foram adicionados em
cadinhos de porcelana e levados para estufa de secagem — BIOPAR®, S3SSD — permanecendo
por 48 h em 105 °C, de acordo com metodologia de Laureys; De Vuyst (2017), exceto a etapa
de lavagem em solugdo salina. Os cadinhos foram pesados vazios (m3), depois pesados com os
graos e finalizada a etapa de secagem, foi feita a pesagem dos cadinhos com os graos secos

(my), e dessa forma foi possivel obter o teor de massa seca, utilizando a Equagdo 6 e em seguida,

o teor de agua (Equacgao 7).
A equagdo utilizada para calculo do teor de massa seca dos graos foi:
Yms = =M 409 (6)
m1l

%agua = 100 — %ms (7)
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Fonte: O autor.

4.6.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia

Dispersiva

Para a analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), foi necessario que os graos passassem por etapas de preparagao
(CESARIO et al., 2022). Inicialmente é feita a fixagio dos graos em glutaraldeido 2,5 % diluido
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2 por aproximadamente 24 h em refrigerador, em potes de
acrilico. O volume do fixador deve ser cerca de 10 vezes o volume do material a ser fixado e
esta etapa serve para manter a estrutura interna do material intacta, fazendo com que nao haja
mais atividade no seu interior e seja possivel visualizar sua composicao.

Ap0s a etapa de fixacdo, os graos foram lavados 6 vezes por 10 min em cada lavagem,
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2 para manter o equilibrio osmético do grao, dificultando o
ganho ou perda de agua para o meio. Em seguida, foi feita a desidratacdo em série dos graos,
por 10 min, em etanol 30, 50 e 70 %, sendo que apds esta Ultima desidratacdo, ¢ possivel
armazenar o material por periodos de tempo maiores, com a amostra imersa no proprio etanol.
Para finalizar a etapa de desidratag¢do, a sequéncia continua com etanol 80, 95 e por ultimo,
100%, trés vezes por 10 min cada.

Em seguida, foi feita a secagem em ponto critico - (CPD) 030 Balzers. Finalizada a
secagem, os graos sdo fixados em stubs devidamente identificados e revestidos com fita dupla-
face condutora, e cobertos com uma fina camada de ouro (15-25 nm) no metalizador - (“Sputter
Coater”) Quorum Technologies®, Q150RS. Por ultimo, ¢ feita a observagdo, sob vacuo, no
MEYV - Leo, 1430VP, acoplado a sonda de raio-X (EDS) (BARAO et al., 2019; CESARIO et
al., 2022; LAUREYS et al., 2021).



47

Os graos de kefir de 4gua sdo estruturas que t€m a capacidade de reter ions metalicos
em solugdes aquosas contendo aguicar ¢ possuem atividade metabodlica varidvel dependendo de
fatores relacionados ao meio em que os graos de kefir de agua estao inseridos, como tempo de
fermentagdo, temperatura, agucar, pH e propor¢ao graos/ions de metal (VOLPI et al., 2019).
Por isso, a técnica utilizada no EDS acoplado ao MEV consistiu em identificar os compostos
quimicos que compunham os graos de kefir de 4gua fermentados em diferentes substratos, a
partir do espectrometro de raios X a partir da dispersdao de energia (LIMA, 2021), a fim de
diferencid-los quanto a sua composicao quimica e verificar qual deles ¢ constituido por mais
minerais e compostos benéficos a saide humana.

Para a determinag@o dos elementos a serem identificados foi tido como base a literatura
consultada que indica quais os principais elementos quimicos presentes nos agucares usados
como substrato. Todos foram identificados através da prévia selecio no software do
equipamento utilizado para que houvesse comparacao das energias devolvidas ao espectro. A
partir disso, os elementos escolhidos foram: C, N, O, Na, Mg, P, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Cu e
Zn (CHEMELLO, 2005; DESTRO et al., 2019; GUERRA; MUIJICA, 2010; SOUZA et al.,
2018).

Para a leitura em EDS, a configuracdo no equipamento foi ajustada aumentando a
aceleragdo do feixe de elétrons de 12 kV (utilizada no MEV) para 20 kV para atingir a amostra.
Por ser um método de analise que danifica a amostra pela quantidade e velocidade do feixe de
elétrons, foi recomendado que as fotos da microscopia eletronica de varredura fossem feitas

antes do método de espectroscopia, ja que apos o EDS a amostra ¢ descartada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises na bebida

5.1.1 pH

O kefir de 4gua ¢ uma bebida ligeiramente acida e o seu pH pode variar dependendo de
fatores como o tempo de fermentacao, quantidade e qualidade do actcar e demais ingredientes
adicionados (VOLPI et al., 2019). A partir dos valores analisados de pH durante as 48 horas de
fermentagdo dos graos de kefir de 4gua em diferentes substratos foi possivel observar o perfil
esperado para uma fermentagao.

Nas primeiras 24 h as trés fermentagdes apresentaram queda no valor do pH nos
substratos de agucar de coco e mascavo e para o acucar refinado observou-se a queda mais
relevante nas primeiras 12 h. O resultado observado ¢ relacionado ao consumo dos substratos
na fermentacao, produzindo os acidos organicos no meio.

No estudo realizado por Magalhaes et al. (2010), foi feita a fermentagdo dos graos de
kefir de 4gua em agticar mascavo na concentragao de 5 % durante 24 h. Nas primeiras 12 h de
acompanhamento do processo foi percebida a maior producdo de 4cido latico e, assim como
neste estudo (para o agucar mascavo), a maior reducdo de pH ocorreu nas primeiras 24 h, o que
os autores relataram ter relagdo com a producao inicial de acidos, uma vez que posteriormente,
foi notada queda nessa producgao. Além de o alto valor de pH observado no final da fermentagao
(4,1+0,01) em 24 h.

Segundo o grafico a seguir (Figura 17), em que estdo apresentados os valores de pH em
barras verticais da aplicagdo da Andlise de Variancia (ANOVA), observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de pH em 0 h para o agucar refinado, assim como

em 48h, em que o valor chegou a 3.



49

Figura 17 - Grafico de barras verticais indicando os valores de pH ao longos das horas de fermentagao e as
diferencas significativas observadas.
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A seguir, entdo representadas as equagdes das regressoes lineares aplicadas nos valores
das médias para cada tempo de fermentacao em relagdo ao pH, em cada meio com os diferentes
agucares. A partir do R? observado para cada uma das expressdes, pode-se notar que o maior

valor ¢ no caso do aguicar mascavo.



50

Figura 18 - Graficos referentes as regressdes lineares feitas a partir das médias dos valores de pH.
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Segundo publicado por Fiorda et al. (2017), para que ndo haja a possibilidade de
desnaturagdo das proteinas do meio causando instabilidade contra a deterioragdo da bebida além
de prejudicar nas caracteristicas sensoriais finais, os valores considerados desejaveis de pH para
a fermentac¢ao dos agucares pelos microrganismos nos graos variam de 4,0 a 4,5, em um periodo
de até 24 h. Ainda quando esse valor fique acima de 4,5, pode haver a conservagao do sabor
porém a bebida pode ficar mais liquida do que o desejado, no caso das fermentagdes em extratos
vegetais (SANTOS et al., 2019).

Considerando, entdo, o parametro pH, percebe-se que nesse caso, o tempo de 12 h de
fermentacdo se aproxima do ideal para o processo a fim de promover um ambiente favoravel
para os microrganismos. Ou seja, em algum momento entre o periodo de 12 a 24 h o pH atingiria
a faixa Otima e a partir disso poderiam ser avaliados os demais parametros envolvidos no
processo. Como neste estudo o acompanhamento da fermentagdo foi realizado apenas a cada
12 h, se a metodologia fosse alterada para a verificacdo dos parametros para cada seis horas, a
analise poderia ser mais conclusiva em relagao ao tempo ideal para a fermentacdo dos graos nas

condigdes especificadas.
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Em resultados publicados por Oliveira, Kawashima e Veras (2018) em relagdo a
fermentagdo dos graos de kefir de 4gua em aglicar mascavo e agucar refinado em diferentes
concentragoes, os valores de pH referentes a 10% de substrato foram similares (mascavo: 4,04;
refinado: 3,43) aos valores encontrados neste trabalho (mascavo: 3,93; refinado: 3,69). No
entanto, a temperatura utilizada no estudo ndo foi controlada e especificada (foi considerada
temperatura “ambiente”), assim como houve variacdo no tempo de fermentacao (de 18 a 24 h)
e na concentragao de graos inoculados (2 a 10 %).

No estudo de Alves (2020), em que foi utilizado o extrato hidrossoluvel de coco
adicionado de inulina como substrato, a fermentacdo ocorreu durante 48 h porém a partir dos
dados de pH, foi concluido que 24 h seria o tempo mais adequado para a producdo da bebida ja
que foi o ponto em que os valores ficaram préximos de 4,5. Foi, entdo, observada pelo autor
maior acidez na bebida final com pH igual ou menor que 4,0, concluindo que pode ter havido
maior producdo de acido acético no meio, agregando caracteristicas semelhantes a do vinagre.

Utilizando agucar mascavo ¢ melagos puros, Gamba et al. (2019) observou valores
iniciais de pH entre 6,01 e 6,59 e ap6s 24 horas de fermentagao, mediu-se valores entre 3,78 e
4,00. Considerando que os microrganismos utilizam o agicar como fonte de carbono para a
fermentagao, foi possivel acompanhar os valores de pH caindo proporcionalmente a diminui¢ao
da concentracao de sélidos soluveis no meio.

Laureys e de Vuyst (2014) fermentaram 15 g graos de kefir de agua em 6g de acgticar
mascavo em que o pH no tempo 0 era de 4,85+0,01 e em 72 h de processo, o valor caiu para
3,45. Os autores acompanharam a fermentagdo até 192 h e o pH atingiu o valor de 3,35. Em
relagdo aos valores encontrados no presente trabalho, os valores de pH obtidos em 36h e 48h
se assemelham aos valores obtidos a 72 h e 192 h do estudo citado. Tal semelhanga pode ser
atribuida a concentragdo de graos inoculados para consumir uma menor concentracao de agucar

no meio, assim como demais fatores como composi¢ao dos graos e forma de cultivo.

5.1.2 Teor de solidos soluveis

Inicialmente, destaca-se que a medi¢ao dos solidos soluveis de uma solucao por meio
de refratometro portatil analdogico nao ¢ considerado um método preciso devido aos erros
inerentes do equipamento, assim como erro humano, devendo ser complementado com outras

andlises, como cromatografias. O acompanhamento deste pardmetro ¢ utilizado para a
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verificagdo de que o processo fermentativo esta ocorrendo de acordo com o desejado ou se ha

a chance de existir uma contaminagao.

O teor de solidos soluveis (TSS) inicial foi previamente estabelecido em 9 °Brix e

notou-se maior queda nos nos teores de solidos soliveis em agucar de coco, seguido do agucar

mascavo, indicando que os microrganismos dos graos do kefir de dgua estavam consumindo

consideravelmente o substrato fornecido; porém ocorreu menor variagdo em agucar refinado.

Figura 19 - Grafico de barras verticais representando o perfil do valor de teor de solidos soliveis (°brix) em

relagdo as horas e cada agtcar utilizado na fermentagao
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Figura 20 - Graficos de regressao linear criados a partir das médias dos valores de teor de solidos soluveis
calculados para cada fermentacao.
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Em estudo feito por Alves (2020), foi citada a pesquisa de Tu et al. (2019) em que graos
de kefir de 4gua foram fermentados em soro de soja e apresentaram varia¢ao do teor de s6lidos
soluveis de 9,2 °Brix para 4,43 °Brix em 48 h de processo fermentativo. Ainda para Alves
(2020), foram produzidas formulagdes de agucar de coco com inulina e goma xantana em
diferentes concentragdes. Na formulagao contendo 10 % de agucar de coco, 2 % de inulina e
0,26 % de goma xantana, por meio da andlise de TSS realizada, constatou-se a queda de 9 °Brix
iniciais para aproximadamente 7,3 °Brix em 48 horas. Assim, o autor observou uma diminui¢ao
consideravel nas primeiras 24 h de fermentagdo, relacionando a presenga de substrato
disponivel no meio.

Na publica¢do de Oliveira, Kawashima e Veras (2018), o valor encontrado de TSS para
acucar mascavo foi de 8,1 °Brix em até 24 h (semelhante ao medido neste trabalho) e para
agucar refinado 5,3 °Brix.

Apesar de, ao decorrer do tempo, a concentragao de substrato ser menor para o consumo
dos grdos, no caso do presente estudo, a queda mais consideravel se deu nas ultimas 24 h de
fermentacdo, principalmente nos aglcares de coco e mascavo. Isto pode ter ocorrido em

decorréncia da atividade dos microrganismos dos graos que podem ter levado maior tempo para
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se estabilizar no meio com substrato, demorando para metabolizar os acucares disponiveis.
Além disso, deve-se levar em consideragcdo a composicao microbioldgica de cada cultura em
relacdo as leveduras e bactérias presentes para realizar o processo, o que pode interferir na

correlagdo dos valores de pH com o de TSS encontrados para o agucar refinado.

5.1.3 Acidez total

A acidez ¢ um parametro importante de ser acompanhada, pois ela tem relacdo com a
preservagdo e a vida de prateleira de bebidas como o kefir uma vez que atua como um
conservante (ALVES, 2020).

Na figura 21 abaixo estdo apresentados os valores obtidos para as amostras analisadas e
em seguida (figura 22), estd o grafico em que estdo representadas as equagdes obtidas a partir

da regressao linear dos valores da acidez total de cada fermentagdo para cada agticar utilizado.

Figura 21 - Grafico de barras verticais em que estdo apresentados os valores obtidos de acidez total das
fermentacdes ao longo das horas
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Figura 22 - Graficos de regressao linear em que estdo expressas as equagdes obtidas e seus respectivos
coeficientes em relagdo a acidez total das fermentagdes
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A acidez total tituldvel obtida por Magalhaes ef al. (2010), em 24 horas de fermentagao,
foi de 0,02 até 0,07 g/100 mL na concentracdo de 5 % de sacarose. Em relagdo a concentracao
do 4cido latico nas formulacdes produzidas com extrato hidrossoliivel de coco, Alves (2020)
observou variagao de 0,68 a 1,01 g/mL em 24 h de processo.

Conceigdo (2012) produziu bebidas de kefir de 4gua em solug@o de aguicar mascavo a 5
%, 10 % e 20 %, inoculando a mesma massa de graos (35 g) para todas as concentragdes de
acgucar por até 7 dias. Foi entdo observado o teor de acidez maior ao fim do sétimo dia na
formula¢ao com menor concentracao de aguicar mascavo utilizado. A autora, entao, associou o
valor 4cido do meio ao consumo do substrato pelos microrganismos de forma mais rapida nas
primeiras 24h, considerando a menor quantidade de substrato disponivel para a mesma massa
de graos inoculados.

Monar et al. (2014) realizaram estudos das fermentacdes dos graos de kefir de agua em
mel de abelha, rapadura e agucar branco em 24 h, 48 h e 72 h. Os resultados apresentaram

aumento da acidez ao longo do processo, como esperado para uma fermentagao; no entanto, o
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maior valor de acidez obtido foi da fermenta¢do em mel de abelha. Os autores concluiram que
os valores se deram devido ao fato de o mel de abelha possuir maior concentracdo de frutose e
glicose em relacao aos outros agucares que serviram de substrato para as bactérias responsaveis
pela producdo do acido latico. Assim, a partir da andlise de contagem de microrganismos,
observou-se que havia significativa presenca de bactérias acido laticas do género Leuconostoc,
confirmando a hipdtese dos autores.

Por se tratar de um processo fermentativo e observando os resultados da literatura
consultada, a conclusdao ¢ que o kefir produzido, de forma geral, possui perfil acido e tal
caracteristica pode apresentar diferengas significativas dependendo dos substratos utilizados.
Neste trabalho, observou-se uma maior acidez total no kefir fermentado em agucar de coco ¢
mascavo, agucares que possuem maior concentracao de frutose e glicose, portanto, forneceram
maior quantidade de substrato para a produgdo de metabolitos (essencialmente o acido latico)
pelas bactérias acido laticas. O que se deve levar em consideragdo, no entanto, sdo as
caracteristicas sensoriais da bebida atribuidos aos acidos organicos e outros metabolitos
produzidos a partir dos diferentes substratos. Para o agucar refinado, a acidez final se diferiu
significativamente dos outros dois agucares, possibilitando a suposi¢cdo de que houve menor

produgdo de acidos na sua fermentagao.

5.1.4 Cor

A cor dos produtos fermentados pode variar durante o processo dependendo dos
metabolitos formados ou a degradacdo de moléculas ao longo do tempo. Um parametro
consideravel na avaliacdo da cor ¢ a luminosidade que no caso do kefir de 4gua cultivado em
acgucar mascavo, pode aumentar durante a fermentagdo em razao do consumo do agucar pelos
microrganismos que compodem os graos (COSTA et al., 2018). No Apéndice C, na Tabela C1
sdo detalhados os valores médios do pardmetro luminosidade (L*) de cada amostra em Oh, 12h,
24h, 36h e 48h nas cinco fermentagdes nos trés tipos de agucar. Considerando a citagdo de Costa
et al. (2018) acima, podendo-se sugerir que o agucar foi consumido ao longo do tempo de
processo fermentativo, uma vez que os valores aumentaram, ou seja, a luminosidade foi ficando
maior e a cor mais clara podendo indicar um maior consumo de actcar. Os valores médios para
os agucares de coco e mascavo foram baixos (proximos de 0 — espectro preto) considerando
que sdo amostras escuras e para o agucar refinado os valores médios foram em torno de 16 a 19

(valores mais altos — entre 0, preto, e 50, cinza) caracterizando a bebida como mais clara.
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Considerando o parametro a* (Apéndice C, Tabela C2), foram observados valores
positivos para a bebida produzida a partir dos aglicares de coco e mascavo que sugerem que as
cores estao no espectro vermelho. Para a bebida produzida a partir do actcar refinado, valores
negativos (porém mais proximos de 0) que indicam cor neutra, notando-se a queda dos valores
médios ao longo do processo. Ja referente ao pardmetro b* (Apéndice C, Tabela C3), valores
positivos para as bebidas produzidas a partir dos agticares de coco e mascavo, sugerindo posi¢ao
no espectro amarelo e para refinado, valores negativos (préximos de 0) que indicam cor neutra,
com tendéncia ao aumento ao longo da fermentacao.

Estudos realizados por Harder, Canniatti-Brazaca e Arthur (2007), Corona et al. (2016)
e Randazzo et al. (2016) avaliaram tais pardmetros em suas bebidas fermentadas em diferentes
sucos de vegetais comparando os valores entre si (ndo foi feita a avaliagdo ao longo do tempo
de fermentacdo). Os parametros a* e b* em suco de meldo para Corona ef al. (2016) foram
semelhantes aos valores para aglicar refinado. Para L*, em tais estudos, os valores foram
significativamente maiores do que os obtidos neste trabalho.

O parametro relacionado a saturacdo (C*) (Apéndice C, Tabela C4) aumentou durante
o periodo da fermentagdo, assim como os valores médios de h (tonalidade) (Apéndice C, Tabela
C5), exceto para o agucar refinado que apresentou menor valor de h que o inicial. Para Alves et
al. (2021) os valores de C* para suas formulagdoes fermentadas em extrato hidrossoluvel de
coco ¢ inulina, também aumentaram com o tempo, mas h diminuiu, assim como para o agucar

refinado.

Tabela 1 - Valores que representam as diferencas de cor (AE) entre as formulagdes das fermentagdes em diferentes
aglicares em cada tempo.

Tempo das fermentacgoes (h)

0 12 24 36 48
Coco e Mascavo 4,7439 8,3576 8,8233 7,9464 6.8616
Coco e Refinado 12,7263 12,9520 13,0610 13,8750 13,7557
Refinado e Mascavo 9,7722 10,6074 11,8909 11,9363 11,5784

As diferencas de cores (AE — Tabela 1) foram maiores na bebida com agucar refinado que
as demais. A diferenca entre as bebidas produzidas a partir dos agucares de coco e refinado foi
a maior em todos os tempos, seguido da diferenca entre o mascavo e o refinado e a menor
diferenca entre coco € mascavo.

A turbidez das bebidas nao foi analisada, porém visualmente foi possivel notar diferenga

entre os trés fermentados (das cinco repeti¢cdes). No caso do agticar de coco e mascavo ndo foi
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observada nenhuma precipitagdo no fundo dos recipientes, tanto da fermentacdo quanto da
amostra recolhida. Entretanto, no caso do agucar refinado, foi possivel notar a presenca de
particulas no fundo dos recipientes que se assemelhavam as células dos graos se desfazendo ao

longo da fermentagdo € um meio mais turvo do que no comego da fermentagao.

5.2 Analises nos graos

5.2.1 Ganho de massa

De acordo com Graga et al. (2018), os s6lidos soluveis inicialmente disponibilizados
pelos substratos sdo de forma geral actcares e sdo utilizados durante a fermentacdo para
favorecer o crescimento celular dos grdos, assim como para a producdo de 4cidos.
Comprovando tal situacdo, Alves (2020) constatou que uma de suas formulagdes com maior
crescimento celular foi a que apresentou menor acidez e, de forma contraria, a formulagao com
maior acidez foi a com menor crescimento celular.

No presente estudo essa relagao ndo foi observada. Na fermentagdo em agucar de coco,
o teor de solidos soluveis apresentou maior queda em relagdo aos outros agucares, € maior
acidez nos tempos 12 h e 24 h, os graos cultivados neste substrato apresentaram maior ganho
de massa. Ou seja, os aglicares disponiveis inicialmente no aglicar de coco podem ter sido
consumidos e utilizados tanto na producao de exopolissacarideo capaz de aumentar a massa dos
graos e multiplica-los, como na producao de acidos. No caso dos outros agticares, 0 consumo
dos agticares foi menor assim como a taxa de crescimento dos graos.

A acidez por titulagdo pode agregar diversos erros, desde a formulagdo do titulante até
a observacdo do seu volume gasto, e como ndo foi realizada a anélise cromatografica para
identificacdo dos acidos presentes nas bebidas produzidas, nao foi possivel comprovar o teor
de acidez.

Nesta pesquisa ndo foram realizados ensaios de fermentag¢do incluindo variagdo na
concentragao de substrato, uma vez que o intuito foi identificar o comportamento dos graos em
diferentes substratos. No entanto, Concei¢do (2012) testou concentragdes de aguicar mascavo
em fermentacdes dos graos de kefir de dgua em 1, 3 e 7 dias, a temperatura de 28 °C, e
identificou o maior aumento da biomassa dos graos a 20 % de substrato durante 7 dias. Houve
aumento significativo da massa em 10 % de agucar, também no dia 7 e em 5 % de concentragao

do agucar mascavo, ndo foi observada diferenca significativa na massa dos graos.
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Figura 23 - Grafico de barras verticais em que estdo indicados os valores de ganho de massa obtidos ao longo
das fermentagoes.
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O ganho de massa dos graos, além da multiplicagdo dos microrganismos e aumento da
massa de EPS, inclui a capacidade do polimero de glicose, dextrana, de reter 4gua do meio
(CONCEICAO, 2012). Portanto, sugere-se que grios com maior massa final apresentam maior
retencao de agua, o que leva a crer que a quantidade de dextrana produzida, também ¢ maior.

Nascimento et al. (2022) avaliou a fermentagdo de graos de kefir de 4gua em biomassa
de spirulina em menor e maior concentragdo por 48 h, comparada com a fermentagdo em acticar
mascavo. O resultado observado foi o maior crescimento na presenga de mais biomassa de
spirulina (aproximadamente 160 %), na menor quantidade de spirulina o aumento foi de 127 %
e para o cultivo em agticar mascavo, 77 %. A conclusao foi que a biomassa de spirulina ¢ uma
opcao vidvel para o crescimento dos graos de kefir de 4gua, além de ter apresentado conteudo
de proteina em cerca de 48 %.

Laureys e De Vuyst (2014) obtiveram aumento na massa dos graos, em 24 h de
fermentagdo, de 16,4 g para aproximadamente 28 g (cerca de 70 % de aumento), permanecendo
constante até o final das 192 h consideradas. Gamba et al. (2019) observou crescimento da
biomassa dos graos de kefir de 4gua em 3,94 vezes para 5 % (m/v) de aglicar mascavo por 24
h.

Os valores de taxa de crescimento obtidos neste trabalho foram considerados

significativamente baixos quando comparados a literatura. Fatores relacionados a origem e
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condi¢do de cultivo podem ter influenciado tal resultado, como propor¢do de agucar, dgua e
graos, temperatura, tempo de fermentacdo e lavagem excessiva dos graos entre uma

fermentacao e outra.

5.2.2 Taxa de massa seca e teor de agua

O teor de 4gua calculado nos graos de kefir de 4gua sao referentes a composigao dos
graos associada com a retencdo da dextrana produzida. A massa seca consiste em 5,6 + 1 % de
proteinas e 10,1 = 2,5 % de carboidratos, na estrutura do grdo em si, incluindo matriz
polissacaridica e massa microbiana (GARROTE, ABRAHAM; DE ANTONI, 2001).

Os valores de massa seca e de teor de dgua obtidos neste estudo estdo representados,

respectivamente, nas figuras 24 e 25 a seguir:

Figura 24 - Grafico de barras verticais em que estfo apresentadas as porcentagens de massa seca calculadas nos

graos.
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Figura 25 - Grafico de barras verticais em que estdo apresentadas as porcentagens de teor de massa imida nos
graos nas diferentes fermentacdes.
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Os valores calculados de teor de massa seca e teor de massa de agua foram compativeis
com os resultados apresentados na literatura consultada por alguns autores. Destaca-se a
porcentagem de massa seca em torno de 13% até cerca de 17%. Para o teor de massa iimida,
verificou-se a faixa entre 80% e cerca de 97%.

Magalhaes ef al. (2010) realizaram fermentacdes dos graos de kefir de 4gua em 5 % de
agucar mascavo e observaram aumento da umidade (80,5 para 91,5 %) e do teor de massa seca
(13,1 para 22,1 %) em 24 h de processo.

Laureys e De Vuyst (2014) avaliaram o crescimento de 13,8% para 16,7 % da massa
seca dos graos cultivados em agucar mascavo apods 3 h de fermentacdo; no entanto, no restante
do processo, a massa seca caiu € permaneceu estavel entre 13 e 14 % (m/m).

Para Dwiloka, Rizqiati e Sentiani (2020), na fermentacdo dos graos em agua de coco,
foi concluido que o tempo de processo teve efeito significante na taxa de d4gua, uma vez que em
48h, a taxa de adgua chegou a 97,35 % e nos tempos menores a taxa de 4gua também foi menor,

como 97,14 % em 12 h.

5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura
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A aplicagdo desta técnica foi relevante para comprovar a presenca de diversos
microrganismos no interior do grdo de kefir de 4gua, sendo observada a partir das imagens
obtidas, entdo, a presenga de microrganismos dependendo do substrato utilizado na
fermentagdo. As fotos escolhidas de diferentes fermentagdes ndo causaram prejuizo na analise
dos resultados, uma vez que nao houve diferenca aparente entre as estruturas observadas nas
fotos entre uma fermentagao e outra.

A partir das fotos produzidas pelo Microscopio Eletronico de Varredura (Figuras 17 a
20) foi possivel observar distingdes entre as estruturas e distribui¢ao dos graos das fermentagdes
nos agucares utilizados.

Em uma andlise representativa, os graos inteiros (figura 17) apresentam superficies
igualmente irregulares, sendo possivel notar que a estrutura do grao cultivado em agucar de
coco apresentou rachaduras profundas e aparentes provavelmente decorrentes do processo de
preparo na etapa da desidrata¢ao ou, considerando a multiplicagdo e formagao de outros graos
a partir de um, esta pode ter sido uma etapa anterior a separagdo do grao que foi descontinuada
durante a preparacdo do material para a analise. No grao de a¢ticar mascavo, notou-se também
a presenga de rachaduras, porém de forma superficial em relagdo ao grao de acucar de coco,
podendo-se entender que este € um grao ainda longe do processo de multiplicagdo ou menos
danificag¢do pelo preparo para a analise. Em ambos os graos cultivados em agticar de coco e
mascavo foi observada uma superficie inteiri¢a, diferente do que se pdde avaliar no grao de
acucar refinado que apresentou uma estrutura com aspecto despedacado em determinados
pontos, indicando desintegragao do grao ao longo da fermentagao.

Na figura 18 estdo dispostas as imagens dos graos no aumento de 3.000x em que €
evidenciada a presenc¢a de microrganismos na superficie externa.

No estudo realizado por Bueno et al. (2021), a microscopia foi utilizada como anélise
complementar e as imagens dos grios de kefir de 4gua fermentados por 24 h em aglicar mascavo
tornaram possivel concluir que na parte externa dos graos existia uma associagdo complexa
entre os microrganismos presentes, identificando-os como leveduras esféricas e com formato
de limao e bactérias laticas curtas e longas, sem prevaléncia de qualquer espécie, ja que todos
0s microrganismos estavam uniformemente dispostos na superficie do grao.

Nas imagens abaixo, percebe-se a presenca de microrganismos como bactérias e
leveduras no exterior dos graos de agucar de coco e mascavo melhor distribuidos, enquanto ha
uma maior quantidade leveduras na parte de fora do grao de agucar refinado, porém dispostos

de forma mais espagada.
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Mesmo avaliando os graos de kefir cultivado em leite, Oliveira ef al. (2020) cita estudo
realizado por Friques et al. (2015) que confirmam a semelhanga da caracteristica probidtica do
kefir de leite com o cultivado em agua a partir da observagao da presenga de leveduras e bacilos
curtos e longos associados a matriz polissacaridica dos graos avaliados.

Apesar das observagdes a partir das imagens corroborarem com as informacgdes
analisadas da literatura consultada, ndo € possivel afirmar que isso ocorre em toda a superficie
destes e do restante dos graos, sendo também necessario considerar que a microscopia, em
diversos estudos, ¢ utilizada como anélise complementar.

As fotos que mostram os microrganismos observados no interior dos graos nas fotos
obtidas neste estudo (figura 19) tiveram imagem aproximada de 5.000 x e apresentam
caracteristicas diferentes entre os graos. No cultivo em acgticar de coco, foi notado equilibrio
entre a presenca de leveduras e diferentes espécies de bactérias, enquanto no grao cultivado em
acucar refinado, ha predominancia observada de leveduras com pouca presenga de bactérias.
No caso do aglicar mascavo, as bactérias presentes identificadas possuem menor tamanho do
que as bactérias no grao de acucar de coco, porém ainda assim, estdo mais notaveis do que as
bactérias no acucar de coco.

Cevik et al. (2019) utilizaram melago de uva, a¢licar mascavo, agucar refinado e mel
como substratos para producdo das bebidas que foram analisadas microbiologicamente por
meio de plaqueamento. Os resultados apontaram que o fermentado de melaco de uva continha
elevada quantidade de microrganismos, seguido do fermentado de mel, em seguida o
fermentado de agucar mascavo, e por fim, o kefir de 4gua produzido a partir da fermentacao
dos graos em acgucar refinado. Os autores, por fim, concluiram que o actcar refinado afetou de
forma negativa a populagdo microbiana dos graos do kefir de agua, e apesar de ndo ter sido
realizada a andlise no MEV dos graos utilizados no estudo, pode se considerar que os graos em
si ndo possuiam grande variedade e quantidade de microrganismos dispostos na sua estrutura
para realizar uma fermentacao desejavel.

Gamba et al. (2021) escolheram agucar mascavo ¢ melagos puros de cana para sua
fermentagdo e a partir de seus resultados sugerem que o 4acido acético e/ou o etanol no kefir de
agua modulam a predominancia e sucessdo de bactérias acido laticas especificas dando exemplo
da diversidade na sucessao de bactérias acido acéticas. Os autores citam trés espécies de
bactérias acido laticas encontradas nos graos (L. nagelii, L. hilgardii/diolivorans e L.
casei/paracasei) que, apesar de ter a contagem diferente nas fermentacdes com diferentes tipos

de agucar, consideram que o 4cido acético ou o etanol em conjunto com a tolerancia a esses
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compostos, interferiu na sucessao dessas espécies dominantes no meio fermentativo. Os autores
ainda sugerem um estudo em relagdo as leveduras presentes para entender melhor as relagdes
dos microrganismos com os compostos presentes.

Magalhaes et al. (2010) descrevem os graos nas fotos obtidas através da microscopia
como graos constituidas de superficie suave no interior sem constatagdo da presenca de
bactérias e paredes externas revestidas por agrupamentos de microrganismos que foram
caracterizados como “células de leveduras com forma de limao crescendo em associacdo com
bactérias (longas e curvadas)” enquanto apresentaram relevante distribuicao de leveduras no
interior. Em resultados de plaqueamento ¢ de outras andlises microbioldgicas, os autores
identificaram as bactérias acido laticas Lactococcus lactis e Leuconostoc citreum que ndo foram
observadas nas fotos do MEV. A hipétese utilizada foi de que houve baixa adesdo dessas
bactérias aos graos podendo ter resultado na perda desses microrganismos para o meio durante
o processo de fermentacao.

Laureys et al. (2021) visualizou os graos de kefir de 4gua no MEV e observou a
superficie externa coberta por microrganismos em uma mistura de leveduras e bactérias acido
laticas. Em outras dareas observadas foi possivel encontrar agrupamentos compostos
exclusivamente de leveduras ou somente de bactérias acido laticas. No entanto, ao observar o
interior dos grdos cortados, os autores ndo definiram os microrganismos presentes nas
superficies.

Estudos afirmam que a contagem de microrganismos no kefir de d4gua podem variar
dependendo da temperatura e do tempo de fermentacao, tipo e concentragdo do acucar utilizado
e também tempo de armazenamento, tanto da bebida quanto dos graos (CEVIK et al., 2019;
CHEN et al., 2021; OZCELIK; AKAN; KINIK, 2021). Como exemplo, Gamba et al. (2019)
fermentou seus graos em diferentes solucdes de agticar observando consideravel diversidade da
composicdo microbiana, diferenca que também foi constatada entre os graos e as bebidas
produzidas.

Neste estudo, foi observada presenca de leveduras (notavelmente em maior quantidade
no grao de acucar refinado), bactérias acido laticas (Lactobacilos em grande concentragao tanto
no grao em agucar de coco quanto no grdo em acucar mascavo) e bactérias acido acéticas
(possivelmente do género Acetobacter).

Um fator importante a ser levado em consideragao ¢ o preparo das amostras para a
andlise que conta com uma etapa de lavagem dos graos. Essa etapa, quando realizada em

excesso ou de forma inapropriada, pode acarretar na perda de microrganismos dos graos,
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prejudicando a avaliagdo das imagens. Além disso, o pH mais baixo observado nas amostras
fermentadas em acgucar refinado sugerem que o ambiente acido fornecido aos microrganismos
foi desfavoravel para algumas espécies de bactérias ndo resistentes ao meio de acidez elevada,
considerando também a existéncia de competi¢ao entre leveduras e bactérias, que neste meio,
as leveduras podem ter se sobressaido. Enquanto nas fotos dos microrganismos observados nos
graos em agucar de coco e mascavo, ¢ possivel identificar bastdoes de bactérias presentes no seu
interior.

A dextrana também foi observada nas imagens capturadas pelo MEV (figura 20) por ser
caracterizada como o principal polissacarideo que compde e possui a fun¢do de agrupar os
microrganismos nos graos de kefir.

Nas fotos acima consegue-se identificar a presenca mais predominante nos graos de
acucar de coco e de aglicar mascavo, ao contrario do grao em agucar refinado, em que € possivel
constatar a formacdo do EPS, porém em menor quantidade e de maneira irregular. Tal
consequéncia pode ser atribuida ao fato de que a produgdo do EPS ¢ relacionada a presenca de
bactérias 4cido laticas nos graos de kefir (WANG et al., 2022) e, uma vez que ndo foi possivel
identificar razodvel presenca dessas espécies de bactérias nas fotos obtidas do grao de acucar
refinado, conclui-se que a producao de EPS neste caso foi menos intensa do que nos demais
graos.

De acordo com autores que realizaram microscopia dos graos de kefir de 4gua confirma-
se a observacdo de um biofilme bem estruturado e organizado na superficie externa dos graos
diferentemente da porc¢do interna que ¢ formada por uma estrutura desorganizada porém
aparentemente resistente que € capaz de agrupar e aderir os microrganismos nas paredes dos
grios (MAGALHAES et al., 2010; NEVE; HELLER, 2002).

Hsieh et al. (2012) avaliou graos de kefir de 4gua fermentados em leite de vaca e cabra,
e pelas imagens por MEV constatou a presenga de uma camada de EPS que foi responséavel
pela aderéncia dos microrganismos daquela microbiota. Os autores ainda afirmam que o EPS
produzido envolve, protege e mantem a estabilidade dos microrganismos que compdem o grao.

Ao final das fermentacdes realizadas neste estudo, era observada a presenca de
precipitado apenas nos recipientes que continham agucar refinado e a integridade dos graos
retirados do meio estava comprometida. Relacionando esta informag¢dao ao fato de que a
presenca do EPS protege a estrutura dos grdos € que no grao de acucar refinado o

exopolissacarideo ndo foi identificado em notavel quantidade, pode-se concluir que o grao de
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kefir de agua fermentado em agucar mascavo teve menor estabilidade e menos possibilidade de

se manter integro ao longo das fermentagdes.

Figura 26 - Imagens dos graos de kefir de agua inteiros gerados pelo MEV, em aproximacao de 100x. A) grdo
inteiro resultante da fermentacdo em agucar de coco; B) grao resultante da fermentacdo em agticar mascavo; C)
grao cultivado em agticar refinado.

Figura 27 - Imagens da superficie externa dos graos de kefir de agua aproximada em 3.000x. A) gréo
cultivado em agticar de coco; B) gréo cultivado em aglicar mascavo; C) grio cultivado em agucar refinado.
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Figura 28 - Microrganismos observados no interior dos graos avaliados no MEV. A) grao cultivado em
acucar de coco com zoom de 5.000x; B) grao resultante da fermentacdo em ac¢licar mascavo com zoom de
3.000x; C) grao cultivado em agticar refinado com zoom de 3.000x.

Figura 29 — EPS observado nas fotos obtidas por meio do MEV. A) grao cultivado em agticar de coco
com aproximacao de 2.000x; B) grao cultivado em agucar mascavo com aproximacao de 3.000x; C) grao
cultivado em agucar refinado com aproximacao de 2.000x.

e 2

5.2.4 Espectroscopia de Energia Dispersiva

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos que utilizaram o método de
espectroscopia de raios X por energia dispersiva para caracterizar os graos de kefir de dgua
quanto aos compostos quimicos que os formam. Porém, no estudo de Destro (2017) foi
realizada a analise dos componentes da bebida produzida, e ndo dos graos, utilizando espectro
de emissdo atdbmica com fonte de plasma. Tal método se diferente da analise realizada neste
estudo assim como a amostra analisada, no entanto, considerou-se valida a utiliza¢ao dos
resultados para complementagdo deste estudo.

Dentre todos os elementos detectados pelo método EDS acoplado ao MEV, de acordo
com a ANOVA, apenas nos dados referentes ao elemento ferro (Fe) houve diferenca

significativa (p<0,05) entre as amostras. A diferenca identificada foi em relacdo as médias das
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amostras de graos de kefir de d4gua fermentados em agucar de coco e mascavo, enquanto para o

agucar refinado nao houve diferenga entre os demais.

Figura 30 - Grafico de barras verticais em que estdo apresentadas as porcentagens de Ferro presentes na
composic¢do dos graos analisados apos cada fermentagdo nos diferentes agticares.
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De acordo um estudo realizado por Guitel (2018), os valores que foram apresentados
em uma tabela nutricional dos agtcares de coco, mascavo e refinado a partir do publicado pelo
Philippine Food and Nutrition Research Institute, sdo referentes as partes do macronutriente por
1 milhdo de partes de acucar, e para o ferro, a concentracao no agucar de coco ¢ de 22 ppm e
para os acucares mascavo e refinado, o valor ¢ 0,6 ppm, ou seja, significativamente superior.

Neste estudo, no entanto, as médias de valores (em porcentagem) apresentados nas
amostras de graos que foram utilizados na fermentados em agtcar de coco foram menores do
que nos outros agucares.

Segundo Wrage et al. (2019), o processo produtivo do agucar de coco ndo possui
padronizacdo estabelecida e, portanto, a composi¢do do acucar pode ser diferente quando
métodos distintos de produ¢ao sdo utilizados (assim como acontece com o kefir de forma geral).

Outro fator de relevancia ¢ o metabolismo dos microrganismos que constituem os graos

de kefir. Os nutrientes fornecidos pelos substratos sdao consumidos pelos microrganismos para
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seu crescimento sendo importantes, por exemplo, para a respiracao celular. O ferro faz parte
desse processo (MADIGAN et al., 2016 apud DESTRO, 2017) e entdo, considerando que sua
disponibilidade foi inicialmente maior do actcar de coco, pode ter ocorrido maior consumo por
parte dos seus microrganismos.

Além da diferenca observada entre os valores encontrados pela metodologia de EDS e
a tabela nutricional para o ferro, os demais elementos indicados apresentam diferencas
significativas nas composicoes dos agucares, o que nao ocorreu neste estudo. Como para
potassio e sodio (Figura 31), que em acucar de coco apresentam valores significativamente
maiores do que nos demais agtcares, porém tal diferenga ndo foi observada pela analise em

EDS nos graos.

Figura 31 - Grafico de barras verticais em que estdo apresentadas as porcentagens de K ¢ Na na composi¢do dos
graos analisados apés as fermentagdes utilizando os diferentes agucares.
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Destro (2017) produziu bebidas utilizando agiicar mascavo organico, convencional e
com polpa de jabuticaba e analisou a bebida produzida por espectrometro de emissdo atdmica
com fonte de plasma, porém ndo fez a identificagdo dos compostos nos graos. Dos gréaficos
dispostos pela autora no seu estudo € possivel observar o mineral Fe em maior quantidade no
fermentado de agticar mascavo em 0 h de processo e apos 56 h de fermentacgao, o teor de ferro
decaiu na amostra. Ocorrendo de forma contraria com o potassio que em Oh apresentou nivel

menor que quando avaliado em 56 h de processo.
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Um estudo feito por Volpi et al. (2019) avaliou o potencial dos graos de kefir de dgua
de absorver ions de metais pesados a fim de reduzir a poluicdo das aguas de forma segura e
eficiente. Os autores verificaram que na presenga de sacarose, favorecendo condigdes acidas, a
atividade metabolica foi capaz de reter os ions metélicos nas superficies dos graos, absorvendo
particularmente ions de Cr, Cu, Mn, Ni e Pb. Por fim, foi concluido que o valor inicial ideal de
pH para o resultado desejado ¢ de 4,5 depois de 24 h de fermentagdo, considerando que em um
pH inicial de 3,5 ndo ocorreu absor¢ao dos ions que permanecem na solugao, e um valor inicial
de 6,0 causou a absor¢ao imediata dos ions no meio.

Apesar das diferengas observadas, a comparagdo entre a composicao do aguicar e do grao
fermentado ndo devem ser levadas em consideracao quando o intuito for verificar qual substrato
favoreceu mais para a producdo de uma bebida melhor em termos de nutrientes. Neste caso, o
correto seria comparar com outros estudos que realizaram a mesma analise, ou analisar a bebida
final produzida em relagdo aos seus componentes. Com este espectro geral seria possivel

concluir qual dos agucares favoreceu uma fermentagao com resultado mais “saudéavel”.
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6 CONCLUSAO

As bebidas produzidas pela fermentacao dos graos de kefir de 4gua em agucar de coco,
mascavo e refinado ndo foram idénticas, apresentando diferencas significativas.

De forma geral, as bebidas produzidas apresentaram perfil adcido dentro do esperado
para os agucares de coco e mascavo, ja para o acucar refinado, os valores se diferiram dos
demais. O teor de solidos soltiveis apresentou queda a partir das primeiras 24h de fermentacao
até as 48h finais do processo.

O ganho de massa dos graos foi maior quando usado o agucar de coco. Os graos
fermentados em agucar refinado apresentaram menor taxa de ganho de massa podendo ser
relacionado ao observado nas imagens produzidas pela andlise de microscopia eletronica de
varredura, que os graos neste substrato apresentaram menor formagdo de exopolissacarideo
com menor presenca de microrganismos aderidos a ele. Os grdos em aglcar mascavo
mantiveram um nivel médio entre os outros agucares.

Por meio das imagens obtidas por MEV foi possivel concluir que os graos de aglcar
mascavo apresentaram melhor formacao de exopolissacarideo em seu interior, assim como em
algumas fotos obtidas dos graos em agticar de coco. Nos graos em agucar refinado, a quantidade
de EPS observada foi menor e a presenca de leveduras foi maior do que nos outros graos que
possuiam diversidade de bactérias na sua coldnia.

Com relagao aos minerais identificados nos graos, houve diferenga significativa apenas
para o ferro. Os demais minerais (Cu, Zn, P, K, Mg, Mn, C, O, N, Na, Cr, Co e Ca) ndo
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre eles.

De forma geral, a producao da bebida kefir a partir da fermentagdo dos graos em agua
acucarada pode ser realizada nos trés substratos utilizados neste trabalho, dependendo do
objetivo, apresentando pequenas variacdes em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas
esperadas. A composicao microbioldgica das bebidas pode ter sido diferente umas das outras,
porém, sem prejuizo no objetivo do consumo do kefir que € ingerir um produto probidtico. No
entanto, ndo foi avaliada a questdo sensorial das bebidas que ¢ um fator determinante para a
aceitabilidade do kefir de 4gua, uma vez que ndo existe padrdo de qualidade e identidade do
produto.

Portanto, o trabalho cumpriu seu objetivo que foi caracterizar as bebidas e graos
produzidos a partir de diferentes fontes de sacarose a fim de ser util para uma futura elaboracao

do Padrao de Identidade e Qualidade do kefir de 4gua. Além disso, foi possivel constatar que a
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utilizagdo do agucar refinado pode prejudicar a microbiota e a estrutura dos graos ao longo do
tempo, confirmando que a utiliza¢do do agucar mascavo e até o agucar de coco sao melhores

opgoes avaliando qualidade dos graos e resultado da bebida produzida.
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7 SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

Com o intuito de continuar os estudos neste assunto, agregando mais conhecimento nas
diversas areas envolvidas na produgao do kefir de dgua, sugere-se os seguintes topicos para

futuras pesquisas:

o Realizar analise sensorial das bebidas produzidas com agucar de coco, mascavo e
refinado;

. Realizar estudo cinético das fermentagdes;

o Identificar os acidos organicos e compostos aromaticos formados e substrato consumido

ao longo da fermentacdo por meio de cromatografia;

o Identificar os minerais presentes nos agucares utilizados e nas bebidas produzidas;

o Realizar andlise de cinzas dos graos para cada substrato utilizado, assim como umidade
e proteinas;

o Identificar os microrganismos prevalentes nos graos para cada substrato e nas bebidas;

o Realizar a extracdo e caracterizacdo do EPS produzidos a partir de cada substrato.
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APENDICE A — Tabelas referentes as analises fisico-quimicas que contém as médias, desvio-

padrao e analise estatistica que serviram de base para a construgdo dos graficos expostos no

texto do trabalho.

Tabela Al — Valores de pH apresentados como média + desvio padréo

Tempos de fermentacao (h)

0 12 24 36 48

Coco 5,88 + 4,65 + 4,13 + 3,93 + 3,78 +
0,008224 0,2810%8 0,1708C 0,1967¢ 0,1751%C

Mascavo 6,51 + 4,45 + 3,93 + 3,57 + 3,31+
0,023 2,3652%8 0,10552C 0,14542C 0,0457%C

Refinado 7,26 + 4,30 + 3,69 + 3,32+ 3,00 £
0,0287°A 0,371228 0,1829%C 0,2075%¢ 0,2065°P

Letras minusculas se diferem na mesma coluna e letras maitisculas se diferem na mesma linha representando
diferenca significativa (p<0,05).

Tabela A2 - Valores de teor de sélidos soluveis (°Brix)

Teor Solidos Solaveis

Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 8.0+ 8.2+ 78+ 63+ 45+
0,1155% 02062 0,51230 0,7789 0.47614C
Maseava 9.0 + 8.6+ 7.0+ 7.0+ 63+
0,05772 0,0816 03786 03109 0,17085
Refinado 4,?1%0;1[% 0,8632;1[’1* 8,5+03" o,iéssjgbf* 0,3%14§b3

Letras minusculas se diferem na mesma coluna e letras maitisculas se diferem na mesma linha representando
diferenca significativa (p<0,05).

Tabela A3 - Valores de acidez total calculados para as fermentacdes em diferentes agucares.

Acidez total titulavel (molar/100 mL)

0Oh 12h 24 h 36 h 48 h
0,125 + 1,7+ 2,75+ . 3,975 +
Coco 0,02886% 0,5642bB 0.85398 | 32033 ’ 0,9156°C
Mascavo 0,35 + 1,00 + 1,9 + 23+ 43+
0,025 0,1414%8 0,4787°8 1,1048C 0,4898<¢
Refinado 0,45 + 0,375 + 0,725 + 1,25+ 2.8+
0,075 0,0854%A 0,225 0,20414B 1,3053¢B

Letras minusculas se diferem na mesma coluna e letras maitisculas se diferem na mesma linha representando
diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela A4 - Médias dos valores de teor de ganho de massa (média = desvio padrio).

Ganho de massa (%)

Coco Mascavo Refinado

3,3179 +1,6882° 2,8384 +1,1399%° 1,4593 + 1,39899°

Meédias que ndo apresentam a mesma letra sdo significativamente diferentes (p<0,05).

Tabela A5 - Médias dos valores de teor de massa seca e teor de massa imida (média + desvio padrdo).

Massa seca (%) Massa de agua (%)
Coco Mascavo Refinado Coco Mascavo Refinado
14,27 + 16,62 + 18,42 + 85,73 83,39+ 81,58 +
0,0037° 0,0102% 0,0111° 0,0037° 0,0102%° 0,0111°

*Valores da tabela sdo referentes as medias dos valores encontrados para cada fermentacdo, uma vez que nao foi
feita triplicata em cada fermentagdo para cada agtlicar e ndo houve diferenca significativa entre uma fermentacéo e
outra.

**Letras diferentes representam diferengas significativas entre as médias de massa seca dos graos (p<0,05).

Tabela A6 - Médias dos valores de Ferro nas amostras de grios de kefir de agua identificados por EDS em cada
substrato utilizado.

Fe identificado por EDS (%)
Coco Mascavo Refinado

0,2820 +0,1518° 0,984 +0,5073° 0,5640 + 0,2265%°

Letras diferentes na tabela sdo referentes aos valores que se diferem significativamente entre si (p<0,05).

Tabela A7 - Elementos identificados por EDS (K e Na) que apresentaram diferenca significativa em relagdo aos
demais elementos e entre os agucares.

Elementos identificados por EDS (%)

Coco Mascavo Refinado
K 0,0940 £0,0321° 0,1640 + 0,0885 ® 0,1040 £ 0,0569 °
Na 2,0200 * 0,1495° 2,114 +0,3597 ° 1,9980 + 0,2059°

Letras diferentes na tabela sdo referentes aos valores que se diferem significativamente entre si (p<0,05).
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APENDICE B — Gréficos dos residuos gerados a partir da regressio linear aplicada para pH,

teor de solidos soluveis e acidez total.

Figura B1 - Residuos das regressdes lineares realizadas para a analise de pH.
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Figura B2 - Residuos das regressdes lineares realizadas para analise de teor de sdlidos soluveis.
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Figura B3 - Residuos das regressdes lineares realizadas para a analise de acidez total
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APENDICE C — Valores dos pardmetros relacionados & cor das amostras de kefir de agua para

cada batelada a partir dos agucares de coco, mascavo e refinado.

*Considerando letras mintsculas que se diferem na mesma coluna e letras maitsculas que se
diferem na mesma linha representando diferenga significativa (p<0,05).

Tabela C1 — Valores correspondentes ao parametro L* (luminosidade)

L*
Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 4,84 4,97 5,35 5,443A 7,58%
Mascavo 8,75 11,448 11,788 11,47°8 13,26°¢
Refinado 164 16,784 16,96 18,018 19,62<¢
Tabela C2 — Valores correspondentes ao parametro a* (coordenada vermelho/verde)
a*
Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 4,24 3,77%® 3,93 3,51%8 3,22%
Mascavo 2,16% 2,434 2,543 2,33% 2,09%
Refinado 0,13 -0,02"8 0,01°¢ -0,08"8 -0,16®
Tabela C3 — Valores correspondentes ao parametro b* (coordenada amarelo/azul)
b*
Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 4,46 3,53 4,23 4,43 5,91
Mascavo 6,16 8,64 10,11 9,47%A 9,594
Refinado -0,07¢® -0,2<¢ -0,29¢ -0,22¢¢ 0,18
Tabela C4 — Valores correspondentes ao parametro C* (saturagao)
c*
Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 6,1538%* 5,1647° 5,7739°8 5,6520°8 6,7303
Mascavo 6,5277%° 8,9671%¢ 10,4242 9,7524% 9,8151%
Refinado 0,1476¢ 0,2001°® 0,2902 0,2341 0,2408
Tabela C5 — Valores correspondentes ao parametro h (tonalidade)
h
Oh 12h 24h 36h 48h
Coco 0,8107%® 0,7525"8 0,8221°%® 0,9008%* 1,0719%
Mascavo 1,2335% 1,2998%* 1,3247%* 1,3295%* 1,3562°*
Refinado -0,4939°¢ 1,4711°4 -1,5363 0,01768 -0,8442°°




APENDICE D — Fotos da Microscopia Eletronica de Varredura
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APENDICE E — Espectros dos elementos nos grios de agticar de coco, mascavo e refinado

~ "I Figura E1 - Espectro do grio de agticar de coco
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"I Figura E2 — Espectro do grao de agticar mascavo

| Figura E3 — Espectro do gro de agticar refinado




