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RESUMO

Quefir é um produto obtido através da fermentacdo do leite com os gréos de quefir e de
culturas preparadas a partir dos grdos. Nestes grdos, (matriz polissacaridica), bactérias
laticas e leveduras vivem em simbiose e promovem dupla fermentacéo: latica e alcodlica.
Apesar de pouco conhecida, o quefir € uma bebida bem antiga, originada das montanhas
caucasianas. Muitos estudos tém investigado seu valor nutricional e bioterapéutico. Entre
as suas qualidades funcionais podem ser citados: alivio de desordens intestinais, acao
antibacteriana e anticarcinogénica, acdo hipocolesterolémica entre outras. A graviola é
uma fruta bem aceita e conhecida na regido amazonica sendo produzida em quase todo
ano, facilitando com isto sua obtencdo. Tendo em vista as qualidades do quefir e buscando
0 aproveitamento de frutos da regido amazonica, foi produzida uma bebida de quefir com
polpa de graviola e suas caracteristicas microbiologicas, fisico-quimicas foram avaliadas
durante o periodo de estocagem sob refrigeracdo assim como a sua aceitabilidade. O
quefir foi produzido com 5% de grdos como indculo e a fermentacéo foi dividida em duas
etapas; a primeira a 25°C por 24 horas e a segunda a 7°C por 24 horas. Foram produzidos
dois tipos de bebidas: quefir natural (controle) e o quefir com 15% de polpa de graviola e
12% de acucar. As bebidas foram armazenadas, em recipientes de vidro com tampa
rosqueaveis previamente esterilizados, sob refrigeracdo em geladeiras comerciais com
temperatura aproximada de 7°C e as analises fisico-quimicas e microbioldgicas foram
realizadas nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem. O teste de aceitabilidade foi
realizado no tempo zero de estocagem. Os principais grupos de microrganismos presentes
no quefir: Lactobacillus, Lactococcus, leveduras e bactérias acéticas foram quantificados
em meios de cultura especificos e 0 nimero observado foi similar para todos os grupos,
em torno de 10° ufc/g e ao final de 28 dias de estocagem decairam para cerca de 10" ufc/g.
Verificou-se que a adicdo de polpa de fruta e actcar ao quefir natural ndo influenciou no
comportamento de sua microbiota analisada. Bactérias laticas foram isoladas dos gréos de
quefir sendo os 9 isolados caracterizados como Lactococcus lactis subp. lactis. Os valores
de pH ndo variaram significativamente durante 21 dias de estocagem, aumentado
significativamente somente com 28 dias de estocagem sob refrigeracdo. A acidez (% de
acido latico) aumentou progressivamente durante o tempo de armazenagem nao havendo,
no entanto interacdo significativa entre os valores de acidez observados para o quefir
natural e o quefir com polpa de graviola. Analise sensorial do quefir com polpa de
graviola revelou uma aceitabilidade muito boa a excelente.

Palavras-chave: quefir, alimentos funcionais, frutas da Amazonia, leite fermentado, bactérias
laticas



ABSTRACTS

Kefir is a product of milk fermentation with kefir grains and cultures prepared from grains. In
these grains (polysaccharide matrix), lactic bacteria and yeasts live in symbiosis and they
perform alcoholic and lactic fermentation. Kefir is an old beverage originated from
Caucasians Mountains. Many studies have investigated its nutritional and biotherapeutic
benefits. Among its functional qualities it can be cited: relieve all intestinal disorders,
antibacterial and antitumoral action, hypocholesterolemic action and others. Graviola is a well
known and accepted fruit in the Amazon region. It has been produced almost through the
year, which becomes easily available. Because of its qualities and searching utilization of
amazon fruits, a kefir beverage was produced with graviola pulp. Its microbiological and
physic-chemical characteristics were evaluated during the period of refrigerator, as well as its
acceptability. Kefir was produced with 5% of grains as starter-cultures and the fermentation
was divided in two stages: the first one at 25°C for 24 hours and the second one at 7°C for 24
hours. Two types of beverages were produced: a natural kefir (control) and a kefir with adde
15% of graviola pulp and 12% of sugar. These beverages were placed on glass jars with metal
lid, previously sterilized and kept by refrigeration storage in commercial refrigerators at about
7°C temperature. The microbiological and physic-chemical analyses were carried out at 0, 7,
14, 21 and 28 days of storage. The acceptability test was made at O time of storage. The main
groups of microorganisms presented in kefir were Lactobacillus, Lactococcus, yeast and
acetic bacteria quantified in specific broth. The total number of microorganisms was similar
for all groups, around 10° cfu/g. After 28 days of storage it was reduced to 10’ cfu/g. It was
verified that the addition of graviola pulp and sugar in natural kefir did not influence the
behavior of its microbiota. Lactic bacterias were isolated from kefir grains and 9 bacteria were
characterized as Lactococcus lactis subps. lactis. The pH did not vary significantly during 21
days of storage. The pH increased significantly with 28 days of storage under refrigeration.
The acidity (% of acid lactic) increased gradually during the storage period. However, there
was not significant interaction among the acidity values on natural kefir and kefir with
graviola pulp. The sensorial analyzes of kefir with graviola pulp showed score acceptability
from good to excellent.

Wordkey: kefir, functional foods, amazon fruits, fermented milk, lactic bacteria
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1- INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com a maior producdo e difusdo de informacdes relacionadas
com a saude e o bem estar, grande atencdo é dirigida para os alimentos funcionais. A
preocupacdo com a longevidade e prevencao de doencas, tem incentivado a populacdo global
a uma mudanca em seus habitos alimentares. Desse modo, os alimentos funcionais assumem
um papel fundamental na melhora da qualidade de vida desta populacéo, sendo incluidos em
sua dieta e, consequentemente, elevando a demanda no mercado pela pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos. Os produtos lacteos fermentados correspondem cerca de
20% dos itens comercializados em laticinios. Esses produtos vém sendo consumidos ha
milhares de anos e, nos dias de hoje, tem aumentado devido a sua qualidade nutricional e as
recentes comprovacoes do seu valor terapéutico. A maioria dos leites fermentados é resultante
do metabolismo de bactérias laticas durante o seu crescimento no leite, sendo que alguns
processos, também incluem as leveduras. A excelente qualidade nutricional é atribuida
primeiramente ao leite, por ser uma importante fonte de célcio, proteinas, fésforo e
riboflavina e, também ao processo fermentativo, incluindo a variedade de microrganismos
envolvidos.

O quefir é pouco conhecido na regido norte, e sua origem sdo as montanhas dos
Caucasus na antiga Unido Soviética e vem sendo consumido pelos caucasianos ha milhares de
anos. A literatura atribui a longevidade deste povo a ingestdo diaria de quefir. O quefir difere
dos outros leites fermentados por abranger, no seu processo, uma cultura simbidtica de
bactérias laticas e leveduras, envolvendo dois tipos de fermentagdo, a 4cida e a alcoodlica. Sua
fabricagcdo consiste na inoculacdo dos gréos de quefir ou de uma cultura feita a partir dos
grdos, no leite. Os grdos sdo uma matriz granular sélida onde bactérias laticas e leveduras

vivem em simbiose, com aparéncia semelhante a couve-flor e é constituido basicamente de
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proteina e polissacarideo. Ao final da fermentacdo a populacdo microbiana pode ser
recuperada nesses gréos, podendo ser usadas em processos subseqlientes de fermentacdo. O
quefir tém consisténcia cremosa e uniforme, semelhante ao iogurte, mas o seu valor
nutricional e terapéutico € muito maior. H&4 uma variedade de aproximadamente 40 compostos
aromaticos, que contribuem ao Unico e raro “flavor” do quefir. No Brasil, ainda ndo existe
producdo do quefir em nivel industrial, mas na regido sul e sudeste sua producéo tradicional
domiciliar vem aumentando consideravelmente, principalmente, pela difusdo do seu valor
terapéutico.

As propriedades funcionais do quefir podem ser associadas, também, a outros
produtos, como por exemplo, polpa de frutas. Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos na
Amazonia Ocidental no sentido de explorar os recursos da regido, em particular frutas, como
0 cupuagu, cubio, acai e a graviola. O aproveitamento dessas frutas em forma de geléias,
sorvetes e polpas congeladas tem sido um recurso muito usado na pequena e média industria.
Desse modo, o desenvolvimento de produtos alimenticios a base de quefir se justifica, ndo sé
pelas suas propriedades nutritivas e funcionais, mas, também, pela possibilidade de se utilizar
polpas de frutas regionais em sua composicao final, agregando-se sabor e valor econémico ao
produto. Assim, propde-se um estudo ainda inédito na regido, visando-se a producao de quefir
com polpa de graviola, avaliando-se sua qualidade microbiolégica, fisico-quimica e a

aceitabilidade do produto obtido.
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2- OBJETIVOS

3.1 Geral:

Produzir o quefir com polpa de graviola e avaliar as suas caracteristicas

microbioldgicas e fisico-quimicas durante o periodo de estocagem e sua aceitabilidade.

3.2 Especificos:

3.2.1 Isolar e identificar bactérias laticas dos gréos do quefir

3.2.2 Determinar o nimero de Lactobacillus, Lactococcus, bactérias acido acéticas e
leveduras do quefir

3.2.3 Determinar a composicdo centesimal, pH e acidez do quefir

3.2.4 Avaliar a aceitacdo sensorial do quefir com polpa de graviola
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Alimento Funcional

A relacdo existente entre alimentacdo e salde ja& é reconhecida pela populacdo a
dezenas de anos. O termo alimentos funcionais originou-se no Japao, nos anos 80 e refere-se a
alimentos que além de suas caracteristicas nutritivas conhecidas, contém substancias que
auxiliam nas diversas funcGes especificas do corpo (ARAI, 1996). Alguns nutrientes podem
promover a integridade gastrointestinal do consumidor exercendo assim o seu papel de
alimento funcional (DUGGAN et al., 2002).

O conceito de alimentos funcionais provém da hipotese de que a dieta alimentar pode
controlar e modular varias fungdes organicas, contribuindo para a manutencdo da saude e
reducdo do risco de aparecimento de doencas. Além disso, a resposta do organismo frente a
ingestdo dos alimentos funcionais depende de fatores genéticos, fisioldgicos e dietéticos, isto
é, da interacdo dindmica que ocorre entre 0s varios componentes de uma dieta (BORGES,
2000).

Ainda em relacdo a conceitos, os nutracéuticos sdo definidos por Andlauer; First
(2002) como substancias que podem ser consideradas alimentos ou parte do alimento e que
proporcionam beneficios médicos e a salde, incluindo a prevencdo e o tratamento a doencas.

Existem critérios para que um alimento seja considerado funcional: exercer efeito
metabolico ou fisioldgico que contribua para a saude fisica e para a reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas crénicas; fazer parte de uma alimentacdo usual; os efeitos
positivos devem ser obtidos com quantidades ndo toxicas e devem persistir mesmo apds
suspensdo de sua ingestdo; os alimentos funcionais ndo sdo destinados a tratar ou curar

doencas (MILNER, 1999).
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Os alimentos funcionais podem ser classificados em trés grupos principais:

1- Alimentos com propriedades imunomodulatdrias: alimentos que melhoram a
imunidade celular contra diferentes antigenos. Estdo presentes nos alimentos vegetais e em
peixes.

2- Alimentos com atividade antioxidante: protegem o organismo contra a oxidacao
provocada pelos radicais livres. Combatem vérias doengas como cancer, cardiopatia, catarata
e diabetes.

3- Alimentos ricos em acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 e dmega-6: fazem parte
das membranas celulares e o equilibrio da ingestdo desses dois acidos graxos poliinsaturados
podem prevenir doengas como cardiopatia, triglicerideo alto e hipertenséo (MILNER, 1999).

Roberfroid et al. (1998) refere-se a alimentos funcionais como sendo componentes
bioativos, nutrientes ou ndo nutrientes, contidos nos alimentos que exercem efeito benéfico
para a saude, e este ¢ dito “efeito funcional”.

Os alimentos funcionais possuem marcadores biologicos de sua fungdo no organismo,
isto é, biomarcas ou efeito fisioldgico. A capacidade que determinados alimentos funcionais
apresentam de elevar o numero de bifidobactérias no colon, aumentar a tolerancia a lactose e
a modulacdo do sistema imune, entre outros, sdo exemplos deste efeito biologico (BORGES,
2000).

No Brasil, em abril de 1999, foi criada a Portaria n° 398 da Secretaria de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Salde, que regulamenta o alimento funcional, definindo-o como
um alimento ou ingrediente que, além das fungbes nutricionais basicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos
a saude. Devendo ser seguro para 0 consumo sem supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Entre os alimentos funcionais estdo incluidos tanto o grupo dos vegetais quanto dos

animais. Como exemplos de alimentos funcionais provenientes de fonte vegetal destacam-se:
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a soja, o tomate, o brocolis, o alho, entres outros. J& 0os mais conhecidos de origem animal
s80: 0 peixe, e alguns derivados do leite (HASLER 1998).

Dentre os derivados do leite, o principal grupo de alimentos funcionais sdo os leites
fermentados. Os produtos probidticos apresentam um grande crescimento como alimentos
funcionais e ha um intenso esforco em pesquisas para desenvolver produtos lacteos nos quais
microrganismos probidticos estejam incorporados (HOLZAPFEL, 2002).

O termo probidtico, de origem grega, significa “para a vida”, e tem sido utilizado de
diversas maneiras ao longo dos ultimos anos (GOMES; MALCATA, 1998). Salminen et al.
(1998) definem probioticos como sendo alimentos que contém microrganismos Vvivos que
trazem beneficios a saude.

Produtos lacteos fermentados contendo bactérias probidticas como Lactobacillus e
Bifidobacterium tém sido usados no controle de diversas doencas, além de ser alvo de
inimeras pesquisas no meio cientifico. Tais alimentos funcionais, por conterem agentes
probidticos, tém seu valor nutritivo e terapéutico potencialmente aumentados (GOMES;
MALCATA 1998).

Além dos probioticos um outro grupo de alimentos funcionais que esta sendo alvo de
muitas pesquisas, pela estimulacdo de bactérias benéficas no intestino, sdo os prebiotocos.
Segundo Gibson; Roberfroid (1995) prebioticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis
que afetam beneficamente o hospedeiro por estimular, seletivamente, o crescimento e/ou
atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias no célon e desse modo melhorar a
salde do hospedeiro. Os oligossacarideos sdo considerados prebi6ticos com o maior potencial
de utilizacdo na industria de alimentos. Dentre os oligossacarideos, os frutooligossacarideos
(FOS) apresentam efeito bifidogénico mais intenso, podendo ser encontrados naturalmente em

vegetais e plantas, como a alcachofra, a raiz de chicoria, a cebola, o alho e a banana. No
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entanto, as concentracOes presentes nestes alimentos ndo sdo suficientes para obtencdo dos
efeitos fisioldgicos desejados (TOMOMATSU, 1994).

Ainda dentre os produtos com propriedades funcionais podem-se citar os simbidticos.
Sdo produtos que contém uma bactéria probidtica e um prebioticos (ROBERFROID et al.,
1998). No desenvolvimento de simbidticos é necessaria a selecdo de linhagens de
microrganismos com melhor capacidade de utilizacdo de um determinado prebidtico, para se
obter um efeito sinérgico na implantacdo e proliferacdo das bactérias desejaveis (FERREIRA,;
TESHIMA, 2000).

Hasler (1998) ressalta que pesquisas com alimentos funcionais néo iréo trazer avangos
para a saude publica a menos que os beneficios dos alimentos sejam efetivamente

comunicados ao consumidor e a industria de alimentos.

3.2 Produtos lacteos fermentados e seus beneficios a salide

Leites fermentados sdo produtos resultantes da fermentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado, por fermentos lacticos préprios. Os fermentos lacticos devem ser viaveis, ativos e
abundantes no produto final durante seu prazo de validade (BRASIL, 2000).

A fermentacdo é um dos métodos mais antigos para a preservacdo do leite. Em muitos
paises, uma grande variedade de leites fermentados sdo consumidos devido as caracteristicas
sensoriais, acdo terapéutica e importancia econémica industrial.

O iogurte é um tipo de leite fermentado consumido ha milhares de anos. llya llich
Mechnikov ganhou o premio Nobel, em 1908, demonstrando que o consumo periédico de
leites fermentados com bactérias &cido-laticas era responsavel pela longevidade dos
caucasianos (ROBERTS, 2006). A Bulgaria foi um dos primeiros paises a consumir o iogurte

divulgando-o para o restante do mundo. Entretanto, a teoria da longevidade ndo foi
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confirmada, mas o leite fermentado ganhou espaco, devido ao sabor e valor nutritivo, fazendo
com que sua demanda aumentasse (BAXTER, 1985).

Os leites fermentados foram originalmente desenvolvidos com a finalidade de
preservar os nutrientes. Com a fermentacdo do leite por diferentes microrganismos é possivel
0 desenvolvimento de produtos com diferentes sabores, texturas, consisténcias e funcoes.
Quanto ao valor nutricional, o iogurte é um alimento muito importante contribuindo
beneficamente na dieta pelas suas propriedades e efeitos no organismo (BUTTRISS, 1997).

A composicdo nutricional dos leites fermentados é similar a do leite utilizado na sua
fabricacdo, mas as concentracdes de vitaminas em geral € um pouco maior, com possivel
excecdo ao acido folico. Concentragdes de acido latico, galactose, aminoacidos livre e acidos
graxos aumentam como resultado do processo fermentativo (GURR, 1987). Alguns dos
beneficios para a satde devido ao consumo de leites fermentados sdo: a melhora a tolerancia a
lactose, protecdo contra infeccOes gastrintestinais, reducdo do nivel de colesterol, uma
significativa melhora na absorcdo de minerais, além de possuir correlacdo negativa com
incidéncia de cancer (BUTTRISS, 1997).

O leite acidéfilo é um produto lacteo fermentado exclusivamente com estirpes
selecionadas de Lactobacillus acidophilus. O L. acidophilus tem caracteristicas especiais
como a de resistir a baixa tensdo superficial e a capacidade de implantacdo no intestino
humano mas devido ao seu forte sabor, o leite acidéfilo tem seu consumo bastante limitado
(FERREIRA, 1992). Inimeros beneficios a satde tém sido atribuidos a ingestdo de produtos
lacteos contendo L. acidophilus, tais como, a melhora do sistema imune (SCHIFFRIN et al.,
1995), a diminuicdo de enzimas fecais associadas ao cancer de colon (MARTEAU et al.,
1990) dentre outros.

O buttermilk, antigamente era resultado da fermentacdo do leitelho, liquido resultante

da batedura do creme fermentado na producgdo da manteiga, mas atualmente o produto j& pode
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ser encontrado como resultado da fermentacdo de leite desnatado e poderd conter ou ndo
gordura em niveis variados (FERREIRA, 1992).

O consumo de produtos lacteos fermentados é responsdvel pelo aumento da
comercializacdo de derivados do leite na Itlia. O alto valor nutricional destes produtos deve-
se primeiramente ao leite utilizado na sua fabricacdo e também pela eventual presenca de
outros ingredientes ndo lacteos, como por exemplo, polpa de fruta, suco de fruta e acUcar,
além das culturas lacteas que afetam a textura e as caracteristicas organolépticas dos produtos
(GAMBELLI et al., 1999).

Outros produtos de leites fermentados que podem ser encontrados no mercado
nacional e/ou internacional sdo: aco iogurte, bebida lactea, biogurt, iogurte, koumiss, labneh,
LC1®, leben, leite bulgaro, progurt, sour cream, quefir, taette, viili e yakult®. Todos estes
produtos sdo produzidos através da fermentacdo do leite de vaca ou de outro animal. S&o
utilizadas culturas, quantidade de indculo, tempo e temperatura de incubacao especificos na

producdo destes alimentos fermentados.

3.3 Quefir

O quefir é uma bebida lactea fermentada, obtida através de dupla fermentacao: lactica
e alcoolica. O resultado desta dupla fermentacdo é a producdo de numerosos compostos
organicos incluindo acido latico, &cido acético, CO, e alcool etilico que dao sabor e odor
caracteristicos do produto. E originado das montanhas dos Caucasos na antiga Unido
Soviética, onde é consumido ha milhares de anos, sendo produzido pela fermentacdo dos
gréos de quefir no leite ou uso de cultura preparada a partir dos grdos (OTLES ; CAGIND,
2003; IRIGOYEN et al., 2005). Ele tem sido fabricado com uma variedade de nomes tais

como khephir, kiaphur, kefer, knapon, kepi e kippi (KOROLEVA, 1988).u
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No Brasil, a Resolucdo N° 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério da Agricultura
e do Abastecimento, trata de PadrGes de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados e
define o quefir como sendo um produto cuja fermentacdo se realiza com cultivos acido-
lacticos elaborados com grdos de quefir, Lactobacillus quefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com producdo de cido lactico, etanol e dioxido de
carbono. Os graos de quefir sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose
(Kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus), além das bactérias
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Na Ucrénia, o quefir € o leite fermentado com maior volume de producdo. Sua
manufatura tradicional € realizada adicionando-se os gréos de quefir ao leite com temperatura
de 20-22°C. Apos a incubagdo de 12 a 16 horas obtém-se uma coagulacdo lisa e acidez
titulavel de 0,8-1% de &cido latico. Os graos de quefir sdo entdo retirados e reutilizados na
proxima producdo de quefir (ROBERTS, 2006).

A FAO/WHO (2001) tem proposto uma definicdo para o quefir, baseado na
composicdo microbiana dos graos de quefir (a cultura iniciadora usada para produzir o quefir)
e ao produto final, quefir (Quadro 1).

Quadro 1- Descricdo do quefir pelo Codex Alimentarius

Definicao

Preparado com o uso de culturas iniciadoras dos grdos de quefir, Lactobacillus kefir, e espécies do género
Leuconostoc. Lactococcus e Acetobacter crescendo em forte relacdo entre si. Os grdos de quefir contem
leveduras fermentadoras de lactose (kluyveromyces marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus).

Composigao

Proteinas do leite (% m/v) min.2,8
Gordura do leite (%m/m) <10

Acidez titulavel expressa em % de 4cido latico

(% vim) min. 0,6

Etanol ndo estabelecido
Quantidade de microrganismos especificos constituintes

da cultura “starter” (UFC/g, no total) min.10’
Leveduras (UFC/g) min. 10*

Fonte: Codex Standard for Fermented Milks CONDEX STAN 243-2003
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O quefir comercial é tradicionalmente fabricado com leite de vaca, mas também pode
ser encontrado com leite de ovelha, cabra e bafalo. Também tem sido relatada a produgéo de quefir
utilizando-se leite de soja (ISMAIL et al., 1983; KUO;LIN, 1999). As bactérias acido-laticas
encontradas nos graos e quefir crescem mais lentamente no leite de soja quando comparado
ao leite de vaca, mas a adigdo de um substrato, como por exemplo 1% de glicose, aumenta o
nimero de leveduras, a producdo de acido latico e etanol, comparado com a producdo do
quefir em leite de soja puro (LIU;LIN, 2000).

Algumas desvantagens sdo observadas na fabricacdo do quefir com o uso dos gréos
como indculo. Duitschaever (1989) relata algumas destas desvantagens: desbalanceamento da
composicdo microbiana, resultando na dificuldade de manter um padrdo constante de
qualidade do quefir, dificuldade no cuidado e manutencdo dos grdos de quefir, alguns
microrganismos ndo migram do interior dos grédos para o leite durante o processo fermentativo
com isso as propriedades microbianas do quefir usado como inéculo é muito diferente da
microbiota dos graos, ndo havendo uniformidade no produto final. Em vista dessa dificuldade,
estudos especificos tém avaliado o uso de culturas puras com uma mistura dos
microrganismos isolados do quefir para a sua producao.

Beshkova et al. (2002) produziram uma cultura mista com duas bactérias
(Lactobacillus helveticus e Lactococcus lactis subsp. lactis) e uma levedura (Saccharomyces
cerevisae) isolados dos grdos de quefir combinado com duas bactérias do iogurte
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophillus). Foram
produzidos dois tipos de quefir, um adicionando a levedura antes da fermentacdo lactica,
juntamente com 0s outros microrganismos e outro acrescentando a levedura apds a
fermentacdo lactica. Nos dois produtos de quefir foram observados um alto nimero de
Lactobacillus e Lactococcus viaveis apos a fermentagdo. As propriedades quimicas e

organoléticas foram similares ao quefir produzido tradicionalmente.
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Nos Estados Unidos um quefir comercial é produzido utilizando uma cultura mista
com microrganismos isolados dos grdos de quefir. Esta cultura mista é constituida de
Streptococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptococcus cremoris, Lactobacillus casei,
Streptococcus diacetylatis, Leuconostoc cremoris e Saccharomyces florentinus (HERTZLER,;
CLANCY, 2003).

No Brasil, estudos com o objetivo desenvolver produto lacteo com caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais similares ao quefir foram realizados utilizando como in6culo uma
cultura balanceada de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbruckii
subsp. bulgaricus e uma cultuta de Sacchamomyces cerevisae, onde a levedura foi inoculada
apos a fermentacdo latica seguindo-se assim a fermentacdo alcodlica. Foi observado que a
producdo desta bebida similar ao quefir € viavel em nivel laboratorial, sendo necessarios

testes para avaliacdo do produto em escala piloto (MESQUIARI, 1999).

3.3.1 Graos de quefir

Os gréos do quefir (Figura 1) sdo uma matriz constituida de proteina e polissacarideo
em forma de couve-flor com 3 a 20 mm de didmetro onde bactérias acido laticas
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc), bactérias acido acéticas e leveduras vivem em
perfeita simbiose (LIBUDZISZ ; PIATKIEWICZ, 1990; PINTADO et al., 1996; GARROTE
et al., 1997). N&o se sabe ao certo a origem dos primeiros gréos e quefir. E praticamente
impossivel a formacdo espontanea dos grdos, mesmo isolando-se todos 0s componentes da
microbiota natural do quefir. Novos grdos de quefir somente sdo obtidos com a reparticdo dos

grdos pré-existentes formados pela multiplicacdo dos microrganismos que neles vivem.
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Figura 1 - Graos de quefir

Fonte: LIBUDZISZ et al., 1990

Alguns estudos tém avaliado fatores que podem aumentar a formacdo destes gréos
para uso em diversas areas. Os efeitos de varias concentracGes e tipos de acgucares utilizados
como substratos para producdo da biomassa do quefir foram avaliados. Observou-se que a
utilizacdo de frutose como substrato produz 20,759 de biomassa em 24 horas de experimento.
Quando se utilizou uma mistura de agucares, glicose e sacarose na proporcdo de 1:3 foi
observado o melhor efeito na producgédo de biomassa com 27,25g de biomassa de quefir em 24
horas de fermentacdo (HARTA et al., 2004).

Outros fatores também podem influenciar no aumento dos gréos de quefir, entre eles, a
temperatura de incubacdo, o enriquecimento do leite com adi¢do de substancias nutritivas
(triptose e extrato de levedura) e o uso de agitacdo durante o processo fermentativo do quefir

(SCHOEVERS; BRITZ, 2003).
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3.3.2 Microbiologia do quefir e dos gréos do quefir

A caracteristica microbiol6gica dos graos do quefir variam de acordo com a origem
dos gréos (GUZEL-SEYDIM et al., 2005), porcentagem dos gréos inoculados (GARROTE et
al., 1998). Outros fatores afetam drasticamente a microflora dos grdos de quefir, entre eles;
tempo e temperatura de incubacdo, medidas sanitéarias usadas durante a separacdao dos graos,
lavagem dos gréos e estocagem refrigerada (GUZEL-SEYDIM et al., 2005).

Estudos sobre a populagdo microbiana de gréos de quefir portugueses identificaram
apenas bactérias do género Lactobacillus, Streptococcus e leveduras. Nao foi observada a
presenca de bactérias acido-acéticas, mas foram isoladas as bacterias; Lactobacillus quefir,
Lactococcus lactis subsp. lactis e a levedura Saccharomyces unisporus (PINTADO et al.,
1996). No entanto, Mothagi et al. (1997), em estudo sobre a producéo de quefir no Iran isolou
diferentes bactérias acido laticas, &cido acéticas e leveduras. Dentre as bactérias isoladas
houve uma predominancia de Lactobacillus brevis, Lactobacillus quefir, Leuconostoc
mesenteroides e Acetobacter aceti. Ja entre as leveduras, as identificadas foram Candida
quefir e Saccharomyces quefir.

Bactérias do género Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e leveduras foram
isoladas e identificadas em gréos de quefir da Africa do Sul. Todas as bactérias &cido-lacticas
isoladas dos gréos de quefir da Africa ja foram observadas em outros trabalhos, com excecéo
da bactéria Lactobacillus curvatus. N&o foram encontradas bactérias acido-acéticas
(WITTUHN, 2004). Alguns trabalhos ndo consideram as bactérias acido-acéticas como parte
da microbiota natural do quefir, e sim um contaminante (ANGULO et al., 1993).

Simova et al. (2002), em uma investigacdo sobre a mudanca da microflora (bactérias
acido-laticas e leveduras) do quefir, observaram que existe uma grande variacao da microflora

dos gréos (A) quando comparado com a microflora do quefir produzido com esses graos (B)
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e também quando comparado com a microbiota do quefir obtido a partir da utilizacdo do
quefir, B, como in6culo (C). Ao longo do caminho A—B—C a proporg¢do de Streptococcus
aumentou de 26 a 30%, enquanto os Lactobacillus diminuiram de 13 a 23%. As leveduras
lactose-negativa, dominantes na flora total de leveduras presentes nos gréos de quefir,
diminuiram drasticamente no quefir (C).

Em estudo comparativo da preservacdo dos grdos de quefir, Garrote et al. (1997)
avaliaram a qualidade microbioldgica dos grdos em diferentes temperaturas de
armazenamento: 4°C, -20°C e -80°C. A estocagem a -80°C foi a que obteve menor alteracéo
na microbiota dos grdos de quefir. J& os gréos estocados a 4°C mostraram grande mudanca na
microflora, além disso, o fermentado produzido destes grdos apresentou caracteristicas
desagradaveis e atipicas. O autor sugere que os grdos de quefir mantidos em domicilios
caseiros sejam conservados em freezer a -20°C.

Pesquisas recentes constataram que as condi¢des de embalagem também afetam as
caracteristicas microbiologicas dos graos de quefir. Graos liofilizados foram embalados em 3
tipos de filmes; polietileno de baixa densidade, poliéster orientado e poliéster orientado
metalizado. Sendo este dltimo o mais eficaz na preservacdo das caracteristicas
microbioldgicas, devido provavelmente a dois fatores: melhor barreira ao oxigénio e a
umidade (WITTHUHN et al., 2005).

Observacdes da microbiota dos grdos de quefir também foram realizadas atraves do
uso da microscopia eletrénica de varredura. Rea et al. (1996), demonstraram que ndo ha
diferenca somente entre o interior e o exterior dos graos, mas no préprio interior ha diferenca
guanto ao tipo de microrganismos encontrados. Em sua observacdo dos graos, foram
encontrados Lactobacillus longos e curvados em todo o interior dos graos de quefir, enquanto
que os Lactococcus foram observados apenas na superficie. No entanto, Guzel-Seydim,

(2005) usando também microscépio eletrénico ndo observou a presenca de Lactococcus em
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nenhuma parte dos graos e atribuiu tal fato a possivel retirada dos Lactococcus durante a
preparacdo dos grdos para observacdo em microscopia eletrénica de varredura. Também foi
observada levedura na superficie e no meio dos grdos de quefir. Trés tipos de Lactobacillus
(curto, longo e curvado) foram notados em toda parte dos grdos. Na figura 2 podemos
observar uma micrografia eletronica de grdos de quefir obtidos do Moscow Dairy Institute

(FARNWORTH, 2005).

Figura 2- Micrografia eletrénica de grados de quefir

Fonte: FARNWORTH, 2005

No Brasil, os leites fermentados, entre eles o quefir, devem cumprir requisitos

microbiolégicos durante o periodo de estocagem conforme exposto no quadro 2.
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Quadro 2- Contagem de microrganismos especificos requeridos durante o periodo de

validade de leites fermentados

Produto Contagem de bactérias Contagem de
laticas totais (ufc/g) leveduras
especificas
(ufc/g)
logurte min. 10’ -
Leite cultivado ou fermentado min. 10° -
Leite acidofilo ou acidofilado min. 10 -
Quefir min. 10’ min. 10
Kumys min. 10’ min. 10
Coalhada min. 10° -

Fonte: Resolucdo N° 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento

3.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas do quefir e de seus graos

A composicdo quimica dos grdos de quefir foi determinada por Zourari; Anifantakis,
(1988), sendo constituida por: 89-90% de agua, 0,2% de lipideos, 3% de proteinas, 6% de
carboidratos e 0,7% de cinzas. Grédos de quefir obtidos em domicilios familiares na Argentina
apresentavam: 83% de agua, 9-19% de polissacarideos e 4,5% de proteinas (ABRAHAN ; DE
ANTONI, 1999). Também a composicdo quimica do quefir foi determinada por Guven et al.
(2003) apresentando: 86-89% de agua, 11-14% de matéria seca, 2,8-3,3% de lipideo, 1,7-
2,9% de lactose e 0,7-0,9% de cinza.

As caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e producdo de CO,) de leites
fermentados com gréos de quefir conservados por 120 dias em temperaturas de 4°C, -20°C e -
80°C, foram avaliadas. Gréos repicados a cada 48 horas foram utilizados como controle. O
leite fermentado com grdos estocados a 4°C foi notavelmente diferente do controle. A

producdo de CO; por Grama de grdo diminuiu 57,1% e a viscosidade foi similar a um leite
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ndo fermentado. J4 o quefir feito a partir dos gréos estocados a -20°C ndo mostrou diferenca
significativa do controle em relacdo ao pH e viscosidade, contudo a concentracdo de CO;
diminuiu em 30,8%. O quefir fabricado com os grdos estocados a -80°C apresentou
propriedades praticamente idénticas ao controle (GARROTE et al., 1997).

Um outro fator que influenciou a qualidade fisico-quimica do quefir é a proporcao
grdos : leite. Quanto maior a quantidade de gréos inoculados menor é o valor de pH apos o
periodo de fermentacdo. Com a proporcao de 10g/l produziu-se uma bebida viscosa ndo muito
acida, enquanto que a concentracdo de 100g/l obteve-se uma bebida acida, com baixa
viscosidade e maior sabor efervescente (GARROTE et al., 1998).

Guzel-Seydim et al. (2000) constataram que os 4&cidos organicos afetam as
caracteristicas sensoriais dos leites fermentados assim como a aceitabilidade destes produtos
pelo consumidor. O aumento da acidez de leites fermentados, como o iogurte, durante a
refrigeracdo é um problema. Os autores ndo observaram diferenca significativa nos valores de
pH de amostras de quefir durante 21 dias de estocagem refrigerada.

Proteina, polissacarideo e agua contidos em 4 amostras de gréos de quefir argentinos
foram determinados por Garrote et al. (2001). O teor de proteina ficou entre 4,7-6,6%,
polissacarideos 7,8-8,9% e o teor de agua entre 7,93-8,38%.

A composicdo quimica de amostras de quefir, fabricados na Escocia e na Polonia
usando leite de vaca, cabra e ovelha com diferentes inoculos, foram avaliadas. Verificou-se
que a composicdo quimica dos produtos de quefir foram similares, mas o contetdo de
proteina de leite de ovelha foi 0 dobro quando comparado com o leite de vaca e cabra, devido
a diferencas normais entre estes mamiferos (WSZOLECK et al., 2001).

As caracteristicas fisico-quimicos do quefir fabricado com os grdos (A) quando
comparado com o quefir fabricado a partir do quefir como inéculo (B) sdo bem distintas,

principalmente quanto ao teor de alcool encontrado. A porcentagem de alcool de A—B
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diminuiu significativamente, conseqiiéncia da reducdo da populacdo de leveduras. Houve
também reducdo do pH e da concentracdo de CO,. Afetando assim as caracteristicas
sensoriais do quefir, como aroma, flavor e textura (SIMOVA et al., 2002).

Irigoyen et al. (2005) observou mudancgas nas caracteristicas fisico-quimicas de quefir
durante o periodo de estocagem refrigerada. O quefir foi preparado usando 1% e 5% dos
grdos e amostras foram analisadas apds 24 horas de fermentacdo e 2, 7, 14, 21, e 28 dias de
armazenagem a 5°C. Foram avaliados teor de gordura matéria seca, lactose, pH e viscosidade.
Durante o periodo de estocagem o teor de lactose e o pH permaneceram constantes, enquanto
que o total de gordura e matéria seca diminuiram. Amostras fabricadas com 1% de gréos de
quefir apresentaram teor de lactose e pH superiores e viscosidade inferior do que as amostras
fabricadas com 5% de graos.

A Resolucdo N° 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento que trata de Padrdes de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados define
padrdes fisico-quimicos para os leites fermentados, entre os quais, o quefir, conforme
demonstra o quadro 2.

Quadro 3 - Requisitos fisico-quimicos para os leites fermentados

Produto Acidez (g de acido Etanol
lactico/1009) (% v/m)
logurte 0,6alb5 -
Leite cultivado ou fermentado 0,6a20 -
Leite acidofilo 0,6a20 -
Quefir 05al5 Méximo de 1,5% no quefir

fraco e até 3% no quefir forte

Kumys >0,7 Min. 0,5
Coalhada 0,5a15 -

Fonte: Resolucdo N° 5, de 13 de novembro de 2000 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento
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3.3.4 Aspectos nutricionais e bioterapéuticos do quefir

Além dos beneficios das bactérias e leveduras, o quefir contém vitaminas, minerais e
aminoécidos essenciais que ajudam a manutencdo da salde do corpo. O quefir é rico em
vitamina By, célcio, aminoacidos essenciais, acido félico e vitamina K, e, por ter sua proteina
parcialmente digerida, facilita sua absorcdo pelo corpo (SALOFF-COSTE, 1996). Kneifel,
Mayer (1991) encontraram quantidades apreciaveis de piridoxina, vitamina B, acido folico e
biotina sintetizados durante a producédo do quefir.

Por longo tempo a Russia tem usado o quefir para o tratamento de uma extensa gama
de doencas. Observa-se que o quefir estimula o esvaziamento gastrico e que a administracéo
do quefir, juntamente com outra bactéria probidtica, tem efeito benéfico no controle de certas
infeccdes, como no tratamento de infeccdo por Helicobacter pylori (ZUBILLAGA et al.,
2001).

Diversos estudos tém relatado a relacdo entre a ingestdo de quefir e 0 aumento da
imunidade do hospedeiro. Thourex; Schmucker (2001) observaram que a administracéo oral
de quefir, eleva a imunidade intestinal especifica contra Cholera holotoxin em ratos adultos
novos. Recentemente, foi demonstrada a capacidade imunomodulatéria dos microrganismos
do quefir em mucosa intestinal de ratos, ressaltando a importancia do nimero e da viabilidade
das bactérias para a resposta desejada. Este foi o primeiro estudo in vivo referente aos
mecanismos envolvidos na capacidade imunomodulatéria da microbiota do quefir
(VIDEROLEVA et al., 2005). O mesmo autor observou o efeito da microflora do quefir e de
fracGes do quefir livre de bactérias na producdo citoquimica de células do sistema imune
natural, indicando que diversos componentes do quefir, além da sua microbiota, possuem

fungdes bioterapéuticas capazes de estimular o sistema imune natural de ratos contra tumores
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e contra infec¢Bes causadas por microrganismos patogénicos (VINDEROLEVA et al., 2006a).
A capacidade de estimular o sistema imune também foi observada pela administracdo oral de
diversos produtos de leites fermentados com a microbiota do quefir (VINDEROLEVA et al.,
2006b).

Propriedades antinflamatérias foram observadas em leites fermentados com os grédos
de quefir. Tecidos de ratos foram induzidos a formacdo de edemas e tratados com o uso de
quefir. Observou-se uma inibicdo de 44+6% nos processos inflamatorios nos tecidos de ratos
(RODRIGUES et al., 2005a).

A dieta com o quefir tem influéncia significativa na composicdo da microbiota
intestinal de ratos, reduzindo levemente o nimero de enterobactérias. Porém, a contagem de
bactérias anaerébias e a contagem de bactérias aerObias Gram-negativas diminuiu
significativamente; esta diminuicdo foi mais pronunciada apds 7 meses de tratamento dos
ratos. Também o Clostridium sulfito-redutor diminuiu significativamente. O aumento da
proporcao de Enterococcus, observada no intestino durante o tratamento com o quefir, foi
também muito importante. A extrapolacdo dos resultados em ratos para humanos deve ser
evitada, contudo o desenvolvimento do epitélio intestinal de humanos €& similar aos
observados em roedores (MARQUINA et al., 2002).

Figler et al. (2006) avaliou o efeito do consumo de um quefir probiético Hangaro, o
Biofir® , sobre a microbiota fecal de humanos. O Biofir® contendo 10%/mL de bactérias
probidticas foi administrado em 120 voluntarios humanos e um quefir tradicionalmente
consumido na Russia foi utilizado como controle. Varios grupos de microrganismos foram
avaliados durante 6 semanas e observou-se uma diminuicdo significativa no nimero de
microrganismos no grupo de pessoas tratadas com o Biofir®, indicando que este produto é

capaz de promover a multiplicacdo de bactérias probioticas no intestino grosso de humanos.
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O primeiro estudo comparando a agdo antioxidante do quefir com a da vitamina E em
tecidos de ratos foi realizado por Guiven et al. (2003). O estudo foi conduzido para investigar
o efeito protetor do quefir contra danos oxidativos do CCL, (tetracloreto de carbono) em ratos
comparado com a vitamina E. Embora ambos, vitamina E e o quefir, tenham demonstrado
efeito contra os danos induzidos pelo CCl,, o quefir teve maior efeito protetor.

No estudo realizado por Tamai et al. (1996) foi observado que o colesterol e os
fosfolipidios de ratos diminuiram, significativamente, com o consumo de leite fermentado,
usando uma cultura mista de bactérias acido laticas e leveduras. Entretanto, St-Onge et al.
(2002) avaliou o efeito do consumo de quefir sobre os niveis de colesterol e ndo observou
diminuicdo significativa nas concentracdes de lipideos em humanos, indicando que o quefir
ndo pode ser considerado um agente hipocolesterolémico.

O efeito da administracdo oral de quefir de leite de vaca e leite de soja mostraram
significativa diminuicdo em tumores de ratos, assim como melhora na producéo de
imunoglobulinas na mucosa intestinal. Esses resultados sugerem que o quefir pode ser
considerado um dos alimentos mais promissores em termos de prevencdo de cancer e melhora
da resisténcia da mucosa contra infecgdes gastrointestinais (LI1U et al., 2002).

O uso de leites fermentados como o iogurte, para melhorar a tolerancia e a digestao da
lactose tem sido recomendado hd muitos anos. O quefir tem sido sugerido como uma possivel
opcdo, alem do iogurte, para melhorar a digestdo da lactose em adultos intolerantes a lactose.
Pesquisa realizada comparando o iogurte e o quefir, quanto a digestdo da lactose, demonstra
que o quefir natural melhora a digestdo da lactose, assim como o iogurte natural.

(HERTZLER; CLANCY 2003).
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3.3.5 Propriedades antimicrobianas do quefir

Vaérios estudos revelam que alguns Lactobacillus sdo capazes de produzir compostos
antimicrobianos incluindo &cidos orgéanicos (acido lactico e acético), didéxido de carbono,
peréxido de hidrogénio, etanol, diacetil e peptideos, contribuindo para a reducao de patégenos
de origem alimentar e também usados no tratamento e prevencdo de desordens gastrintestinais
(TAHARA; KANATANI,1997; ZAMFIR et al., 1999; BONADE et al., 2001; MESSENS;DE
VUYST, 2002; JAMUNA; JEEVARATNAM, 2004)

A sobrevivéncia de algumas bactérias de interesse para a seguranca alimentar tem sido
amplamente investigada em leites fermentados como o iogurte, no entanto um ndmero
limitado de estudos esta sendo conduzido para avaliar o efeito do quefir contra patdégenos
transmitidos por alimentos (GARROTE et al., 2000).

A Escherichia coli € uma bactéria patogénica de grande importancia na area alimentar,
devido ao risco de infec¢do gastrointestinal ao se ingerir alimentos contaminados com esta
bactéria. O quefir mostra importante poder de inibicdo contra Escherichia coli. Este poder de
inibicdo pode variar dependendo da concentracdo de acido latico e acético encontrados no
quefir, quanto maior a quantidade destes acidos melhor é a atividade antimicrobiana do quefir
(GARROTE et al., 2001).

O monitoramento da sobrevivéncia de trés patdgenos transmitidos por alimentos,
Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes 4b e Yersinia enterocolitica 03, foi
cuidadosamente realizado em quefir fermentado por 1 e 2 dias, durante o periodo de
fermentacdo e por 21 dias de estocagem refrigerada. Durante o periodo de fermentacdo, no
quefir fermentado por um dia, houve crescimento de todas as bactérias patogénicas, mas

durante o periodo de estocagem refrigerada ndo ocorreu crescimento de nenhuma bactéria,
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demonstrando que a contaminacdo antes da fermentacdo é bem mais perigosa do que a
contaminagdo pos-fermentacdo (GULMEZ; GUVEN, 2003).

As propriedades antimicrobianas de 58 cepas de Lactobacillus spp. isoladas a partir do
quefir foram avaliadas. Grdos de quefir de 6 diferentes paises (Franca, Italia, Portugal, Russia,
Turquia e Espanha) foram usados no estudo. Os seguintes patbgenos: Escherichia coli,
Listéria monocytogenes, Salmonela typhimurium, Salmonela enteritidis, Shigella flexneri e
Yersinia enterocolitica, foram usados no estudo. Aproximadamente 75% dos Lactobacillus
isolados mostraram atividade antimicrobiana contra Escheriria coli e Yersinia enterocolitica.
Shigella flexneri foi inibida por 64% dos Lactobacillus isolados. Listéria monocytogenes e
Salmonela enteritidis foram inibidas por 50% e 40%, respectivamente dos isolados. Grande
namero de cepas (81%) apresentou inibi¢cdo contra Salmonela typhimurium. De acordo com
os dados aqui mostrados, sugere-se que o efeito antagonico dos Lactobacillus observados in
vitro, podem ser atribuidos a substancias antimicrobianas secretadas, de natureza néo
determinada (SANTOS et al., 2003).

Czamanski (2003) estudou a possibilidade de se utilizar o filtrado de quefir tradicional
esterilizado como anti-septico/desinfetante em agroindustria familiar ou producéo de animal,
através da determinacdo de sua atividade antibacteriana. Foram utilizadas no teste duas
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e duas bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella enteritidis). Observou-se um maior efeito
bacteriostatico frente as bactérias Gram-negativas e um melhor efeito bactericida contra as
bactérias Gram-positivas. Staphylococcus aureus foi a bactéria que demonstrou maior
resisténcia para a inibicdo bacteriostatica, porém ap0s sessenta minutos exposta ao quefir a
inativacdo bactericida ocorreu com 100 ufc/mL. J& a Salmonela demonstrou sensibilidade a
inibicdo, mas quando exposta ao quefir a inativagdo ocorreu com somente 10 ufc/mL.

Segundo a autora, estes resultados despertam os interesses em prosseguir a avaliagdo de
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desinfetantes bioldgicos a serem usados na agroindustria, dificultando a transmissdo ou a
reducdo da dose infectante por microrganismos indesejaveis.

O peroxido de hidrogénio é um componente antimicrobiano produzido por algumas
bactérias. Yuksekdag et al. (2004) observaram que 11 de 21 estirpes de Lactococcus isoladas
de quefir produzem peroxido de hidrogénio. Todas as linhagens isoladas mostraram efeito
inibitério contra o crescimento de Staphylococcus aureus, mas sem efeito contra E.coli NRLL

B-704 e Pseudomonas aeruginosa.

3.3.6 Outros usos dos gréos de quefir

A habilidade dos gréos de quefir crescerem em leite j& € conhecida, mas estudos tém
avaliado a capacidade dos gréos de fermentarem o soro do leite aumentando seu peso e
produzindo exopolissacarideo (kefiram) a partir de lactose. Varias proporcdes de gréos:soro
foram avaliadas assim como tempo e temperatura de fermentacdo. Melhores resultados foram
observados com a proporc¢do de 100g de gréos por litro de soro a uma temperatura de 43°C
por 5 dias, produzindo cerca de 103mg de kefiram por litro de leite (RIMADA; ABRAHAM,
2000).

Leveduras isoladas dos grdos de quefir estdo sendo avaliadas quanto a producao de
etanol a partir de glicose, produzindo quantidades significativas de etanol em varias
temperaturas diferentes 5-30°C (ATHANASIADIS et al., 1999).

Recentemente os graos de quefir foram avaliados quanto a sua eficiéncia em produzir
pao de boa qualidade em termos de volume, “flavor”, textura e vida util em substituicdo as
leveduras tradicionalmente utilizadas na fermentacdo da massa do pdo. Os resultados sugerem

que os graos de quefir podem ser usados com sucesso na fabricacdo de pdo, melhorando seu
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“flavor” ¢ aumentando sua vida util (PLESSAS et al., 2005). Harta et al. (2004) também
sugerem a utilizacdo dos gréos de quefir como uma possivel substitui¢do as leveduras do péo.

Quefir e quefiran estdo sendo testados quanto sua atividade cicatrizante mostrando-se
eficiente na cicatrizacdo de feridas quando comparado com o uso de 5 mg/kg de neomicina-

clostebol emulsdo (RODRIGUES et al., 2005b).

3.4 Graviola

A graviola é uma fruta da regido amazonica muito apreciada pela populacdo local e
cultivada praticamente durante todo o ano sendo assim de facil obteng&o. Por este motivo a
polpa congelada da graviola sera utilizada neste trabalho para agregar sabor e valor nutritivo
ao quefir.

A graviola é da familia Annonaceae, do género Annnona e espécie muricata. Alguns
sinbnimos sao atribuidos a fruta, entre eles: Annona macrocarpa, A. bonpladiana, A.
cearensis, Guanabanus muricatus. A arvore € pequena, sempre verde, de tronco reto,
chegando a medir de 5-6 metros de altura, tendo folhas largas verde escuras. Seu fruto é
comestivel, medindo de 15-23 cm de diametro, de cor verde-amarelada e sua polpa interna é
branca. A graviola é nativa dos tropicos da América do Sul, incluindo a Amaz6nia
(TAYLOR, 2002)

Todas as partes da gravioleira tém sido usadas na medicina natural, nos trépicos,
incluindo sua casca, folhas, raiz, fruto e as sementes dos frutos. Diversas propriedades e usos
sdo atribuidos a diferentes partes das arvore. Na Amazonia brasileira, suas folhas sdo usadas
em chas para problemas no figado, e o 6leo das folhas é misturado com o éleo de oliva e

usado, externamente, no alivio de dores de cabega, reumatismo e artrite (TAYLOR, 2002).
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O sabor, uma resposta integrada das sensagdes de gosto e aroma, € um fator decisivo

na escolha e aceitacdo de alimentos e bebidas. A graviola (Annona muricata L.) é uma fruta

tropical bastante apreciada por seu sabor Unico (OLIVEIRA et al., 2003).

A polpa da graviola é fibrosa e contém uma boa quantidade de proteinas, gorduras,

carboidratos, vitaminas C e B, potéassio e fosforo. Uma vez madura, a graviola se decompde

com bastante rapidez e, por esse motivo, &€ normalmente comercializada na forma de polpa

congelada.

A producéo de polpa de fruta congelada, tem grande aceitacdo no mercado nacional,

por preservar as caracteristicas organolépticas dos frutos (SALGADO et al., 1999).

A seguir, na tabela 1, algumas caracteristicas fisico-quimicas de polpa de graviola:

Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas da polpa congelada de graviola

Polpa pH Brix Acidez Brix/Acidez  Aclcares Acucares Umidade
Graviola (mg%) Redutores(g%) Totais(g%) (g%)
3,61+0,02 12,66+2,08 1,46+0,03 008,67 07,31+ 3,30 09,50 + 2,60 87,12+ 0,62

Fonte: Salgado et al, 1999



40

4. METODOLOGIA

O trabalho experimental dessa dissertacdo de mestrado foi executado nos laborat6rios
de Microbiologia de Alimentos e de Bromatologia do Departamento de Medicamentos e

Alimentos do Curso de Farmécia da Universidade Federal do Amazonas, Manaus — AM.

4.1 Origem e manutencéo dos gréaos de quefir

Amostras de gréos de quefir foram gentilmente cedidos pela professora Célia Lucia de
Luces Fortes Ferreira, coordenadora do Laboratério de Culturas Lacticas da Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

Para a manutencdo dos graos durante a realizacdo do experimento, esses grdos foram
repicados em leite integral UHT (Ultra High Teperature) comercial, duas vezes na semana. A
repicagem constou da lavagem dos grdos em agua destilada estéril com o auxilio de uma
peneira plastica, previamente esterilizada. Apés a lavagem, os graos foram transferidos para
erlenmeyer estéril, capacidade de 250 mL e realimentados com 200 mL de leite UHT, sendo
mantidos em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas. Em seguida, o quefir foi

estocado em geladeira a 4°C até a proxima repicagem.

4.2. Producéo do quefir natural e do quefir com polpa de graviola

Para a preparacdo do quefir, utilizou-se a metodologia adaptada descrita por
FERREIRA, 1987. Os grdos foram repicados em leite UHT, sequencialmente, para a ativagao
da cultura. Apoés a terceira incubacdo, os grdos de quefir foram lavados com &gua destilada

estéril e inoculados em 1 L de leite UHT, em erlenmeyer estéril, na propor¢do de 5% (g/L),
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sendo incubados em temperatura de 25°C, por um periodo de 24 horas. Os grdos foram ent&o
separados do leite com peneira esterilizada e o leite fermentado foi mantido a 7°C, por mais
24 horas. Apo6s a segunda fermentacdo obteve-se entdo o quefir natural (contrlole). Em
seguida, adicionou-se ao quefir natural 12% de acgucar e 15% de polpa de graviola. O agucar
utilizado foi do tipo cristal e polpa comercial pasteurizada e congelada. Todos os ingredientes

foram adquiridos em supermercado local.

4.3 Andlises microbioldgicas

Realizou-se acompanhamento dos principais grupos de microrganismos presentes no
quefir durante o periodo de estocagem de 28 dias a 4°C. Foram feitas analises nos tempos 0,
7, 14, 21 e 28 dias de armazenagem refrigerada. A contagem de Lactobacillus foi realizada
em agar MRS (DE MAN, ROGOSA E SHARPE, 1960), pelo método de plagqueamento em
profundidade, incubada a 30°C, em anaerobiose, por 48 horas. Para contagem de Lactococcus
pelo método de plagueamento em profundidade, o meio de cultura utilizado foi o0 M17 &gar,
sendo posteriormento incubado em anaerobiose a 30°C por 48 horas.

Para a determinacdo do niumero de leveduras, o meio utilizado foi MEA (Malt Extract
Agar), incubado em aerobiose por 5 dias a 25°C. (PINTADO et al. 1996). As bactérias
aceticas foram cultivadas em meio APM (Acetobacter Peroxim Meédium) agar e incubadas a

25°C por 48 horas. A contagem dos microrganismos foi expressa em Log de ufc/g de quefir.

4.4 I1solamento de bactérias laticas dos graos de quefir

Para o isolamento das bactérias laticas, os graos de quefir foram plagueados em agar

MRS, tendo sido previamente adicionados a esse meio 0,004% de purpura de bromocresol e
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0,5% de carbonato de célcio. Os gréos foram lavados com &gua destilada estéril e 25 gramas
foram pesados e misturados a 225 mL de &gua peptonada, (0,1% de peptona). Foram
realizadas diluicBes decimais sucessivas de 107 a 107° transferindo-se 1mL da diluigdo
anterior para 9 mL de &gua peptonada, seguindo-se plaqueamento pelo método de
profundidade (pour plate).

As placas inoculadas foram incubadas, por um periodo de 48 h, a temperatura de 37°C,
em jarras de anaerobiose (Pemution, modelo JA 0400), contendo um becker com 0,5 gramas
de carbonato de célcio, 2,5 mL de agua destilada e 2,5 mL de &cido cloridrico 1N para a
geracdo de CO,. Foram escolhidas 30 colonias das diluicdes 10°, 10° e 10”. As coldnias
selecionadas eram regulares, de tamanhos variados que apresentaram coloracdo amarela pela

reducédo do purpura de bromocresol (Figural).

Figura 3 — Coldnias caracteristicas de bactérias lacticas crescidas em MRS agar.

As colbnias selecionadas foram transferidas para 10 mL de caldo MRS e cultivadas a

37°C , durante 48 horas, por trés vezes consecutivas. Apds a terceira ativacdo, cada cultura foi
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plaqueada em MRS &gar pelo método do esgotamento do indculo e incubada a 37°C, por 48
horas. As coldnias isoladas foram submetidas a coloracdo de gram e ao teste de catalase. As
colénias foram mantidas congeladas a -80°C em caldo MRS com 30% de glicerol para

posterior identificagéo.

4.5 Caracterizacgao dos isolados por perfil de fermentacdo de carboidratos

4.5.1 Preparo do indculo

As culturas de colbnias que apresentaram morfologia de cocos e catalase negativas
foram descongeladas e ativadas trés vezes em 10mL de caldo MRS. Apds o crescimento, cada
cultura foi distribuida em tubos falcon estéreis e, posteriormente, centrifugada a 1500g, por 20
minutos, em centrifuga Nova Técnica modelo NT - 810.

Apos o descarte do sobrenadante, ressuspendeu-se o concentrado de células de cada
cultura em 5 mL de solucdo tampéo-fosfato, pH 7,2, esterilizado, para lavagem das células.
Procedeu-se a nova centrifugacdo, nas mesmas condicoes ja descritas. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em 2 mL de solu¢do tampao-fosfato,

pH 7,2, esterilizado, e usado como inoculo.

4.5.2 Ajuste do inoculo

O ajuste da quantidade de indculo necessaria para sua padronizacdo foi feito
adicionando-se gotas do indculo em 5 mL de agua destilada, até se obter uma densidade
Optica de 0,70+ 0,2 em espectrofotometro CELM-E-225D a 550nm. O dobro da quantidade

do inéculo foi adicionado em 10 mL do meio CHL , adquirido junto com o kit API.
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4.5.3 Inoculacéo e Incubacao

Para a caracterizacdo dos isolados foi utilizado o kit APl CHL50 (BioMerieux-
Franga) que se baseia na fermentacdo de 49 carboidratos. As bandejas foram ordenadas com
cinco subunidades, cada uma constituida de 10 capsulas numeradas, contendo 49 substratos
distintos. O meio CHL contendo a suspensao bacteriana foi distribuido nas 50 cépsulas da
bandeja com o auxilio de uma pipeta de Pasteur esterilizada e cada capsula foi recoberta com
6leo mineral para fornecer condigdes de anaerobiose.

As bandejas foram incubadas a temperatura de 37°C por 48 horas. Realizou-se leitura
para cada isolado apo6s 24 e 48 horas de incubacdo. O resultado positivo observado pela
mudanca de cor do meio de violeta para amarelo foi provocado pela reacdo de reducdo do
indicador purpura de bromocresol. Este resultado foi anotado em folheto fornecido pelo
fabricante do meio CHL e, posteriormente, analisado em um programa de informatica

também fornecido pelo laboratorio Biomerieux, fabricante do kit APl CHL 50.

4.6 Andlises fisico-quimicas do quefir

4.6.1 Determinacéo do pH

O pH das amostras foi medido diretamente pela introducdo do eletrodo do

potencibmetro em aliquotas de 10mL do produto, a temperatura ambiente. O pHmetro

utilizado foi da marca TECNAL modelo pHmeter TEC-2 (Instituto Adolfo Lutz, 1985).
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4.6.2 Acidez titulavel

A acidez das amostras foi determinada por titulacdo direta com uma solucdo de NaOH
0,1 M, fatorada com biftalato de potéassio, utilizando-se 10 gramas de amostra adicionados de
trés gotas de fenolftaleina como indicador, sendo o0s resultados expressos em porcentagem de

acido lactico.

4.6.3 Determinacéo do teor de Etanol

A determinac&o do teor alcoolico foi realizada através de uma destilagdo simples do quefir em

destilador Tecnal TE-036/1 e medicdo do teor alcodlico em Densimetro Portatil pra

Laboratorio DM-340.2, versao V11 da Lemis Baltic.

4.7 Caracterizacao centesimal do quefir

4.7.1 Extrato seco total

As determinacdes de extrato seco total foram realizadas pelo método gravimétrico, que

consiste na perda de umidade por dessecacdo e pesagem do extrato seco total de uma

quantidade determinada de amostra, até que a diferenca entre duas pesagens consecutivas seja

menor ou igual 0,1mg (Instituto Adolfo Lutz, 1985).
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4.7.2 Residuo Mineral fixo (cinzas)

As determinacdes do teor de cinzas foram realizadas pela dessecacdo das amostras,
seguidas pela incineracdo a 550°C, aproximadamente, até coloracdo cinza clara ou branca e
estabilizacdo do peso. Foram pesadas cinco gramas da amostra em capsula de porcelana,
previamente aquecida em mufla a 550°C, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente
e pesada. A amostra foi seca, carbonizada e depois incinerada. Desta forma, a fragcdo orgéanica
da amostra volatiliza-se sob a forma de dioxido de carbono e agua, permanecendo as cinzas
no recipiente, que sdo uma estimativa do teor de minerais do quefir. As amostras foram

resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente e pesadas (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

4.7.3 Proteinas

Foram diluidas cinco gramas da amostra em um baldo volumétrico de 100 mL.
Transferiu-se 5 mL da solucdo da amostra para um tubo de digestdo. Adicionou-se, em
seguida, 3 mL de &cido sulfurico concentrado, 1,5 gramas de sulfato de potassio e 0,1 grama
de sulfato de cobre. As amostras foram aquecidas por um periodo de 6 horas, até que a
solucdo se tornasse transparente. Apos o resfriamento foi adicionado ao tubo 30 mL de agua
destilada até dissolucdo do digerido. Procedeu-se a destilagdo, acrescentando-se 15 mL de
hidroxido de sodio, sendo o destilado recolhido em um erlenmeyer de 250 mL contendo 10
mL de solucdo de acido ortobdrico. A titulacdo foi conduzida com acido cloridrico 0,05
mol/L.. Para o calculo da concentracdo de proteinas, utilizou-se o fator 6,35 como sendo o

valor relativo ao teor de nitrogénio na proteina (SILVA et al 1997).
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4.7.4 Gordura
A amostra foi preparada pesando-se 10 gramas da bebida que foram diluidas em um
baldo volumétrico de 100mL. Com o auxilio de uma pipeta, 10 mL de &cido sulfdrico, foram
transferidos para o butirometro de Gerber. Adicionou-se, lentamente, 11 mL da amostra e 1
mL de alcool amilico. Os butirdmetros foram devidamente arrolhados e agitados até completa
dissolucdo da amostra. Procedeu-se a centrifugacdo 1500xg durante cinco minutos.
Manejando a rolha, colocou-se a camada amarela clara (gordura), dentro a haste graduada do
butirdometro. O niumerto de mL ocupado pela camada oleosa foi anotado e a percentagem de
gordura foi obtida pela formula:
%(m/v) Gordura = 10 x Teor de gordura lido no butirdbmetro  (Instituto

Adolfo Lutz, 1985).

4.7.5 Carboidratos

O teor de carboidrato foi determinado pela diferenca da soma dos demais

componentes.

4.8 Analise Sensorial

Foi realizado teste de aceitacdo do quefir com polpa de graviola utilizando-se para isto
um formulario com escala heddnica de nove pontos (9-excelente, 1-péssimo), adaptada de
Stone; Sidel (1985) conforme a figura 4.

Foram realizadas trés repeticdes e em cada repeticdo foram empregados 30 julgadores

ndo-treinados (CHAVES, 1981). No formulario do teste, alem de atribuir uma caracteristica



ao produto, os provadores fizeram comentarios com sugestdes para aperfeicoamento

bebida.

Para célculo da aceitacdo utilizou-se a seguinte equa¢cdo (PEDRERO; PANGBORN, 1997):

A=M x 100%

9
Onde:

A = Aceitacao

M= Média das notas obtidas
9= Nota maxima

Figura 4 — Ficha de resposta para o teste de aceitacédo

TESTE DE ACEITACAO

NOME: DATA: /| [

Por favor, avalie a amostra e marque o termo que melhor reflete a sua opniao
sobre o produto

( ) EXCELENTE
() OTIMO

( ) MUITO BOM
( ) BOM

( ) RASOAVEL
( ) NAO MUITO BOM
( ) RUIM

( ) MUITO RUIM

( ) PESSIMO

Comentarios:

48
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4.9 Delineamento experimental

Os resultados de pH, acidez e contagem de microrganismos foram avaliados
utilizando-se analise de variancia (ANOVA) tendo-se 2 varidveis: tempo (0, 7, 14, 21 e 28
dias) e produto (controle e bebida). O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado para as

comparagOes de médias.



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e identificacdo de bactérias laticas dos graos do quefir

50

Das amostras plaqueadas em meio MRS (DE MAN, ROGOSA E SHARPE, 1960)

colbnias caracteristicas de bactérias laticas de coloracdo amarela foram selecionadas para o

teste de catalase, coloracdo de Gram e observacdo da morfologia, cujos resultados estéo

indicados na tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas dos isolados dos grédos de quefir, quanto a morfologia, coloracéo de

Gram e teste da catalase

Amostra Coloracdo de Gram  Teste de catalase Arranjo
1IGQO1 + estafilococos
1GQ02 + estreptococos
1GQO3 + estreptococos
1IGQ04 + estafilococos
1IGQO05 + €0CoS
IGQO06 + estafilococos
1GQO7 + estreptococos
1GQO08 + estafilococos
1IGQ09 + estafilococos
IGQ10 + estafilococos
1IGQ11 + estreptococos
1GQ12 + estreptococos
1GQ13 + cocos
1GQ14 + estreptococos
IGQ15 + estafilococos
IGQ16 + estafilococos
1GQ17 + €0Co0s
1GQ18 + estafilococos
1GQ19 + €0Co0s
1GQ20 + €0Co0s
1GQ21 + €0Co0s
1GQ22 + estreptococos
1GQ23 + estreptococos
1GQ24 + estreptococos
1GQ25 + estafilococos
1GQ26 + €0Co0s
1GQ27 + estreptococos
1GQ28 + estreptococos
1GQ29 + €0Co0s
1GQ30 + €0CO0S

IGQ: isolado dos gréos de quefir
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Todos os isolados foram Gram positivos e catalase negativos. Todos os isolados
mostraram-se na forma de cocos, sendo que observou-se 0s seguintes arranjos: 33,3% como
estafilococos, 36,6% de estreptococos e 30% de cocos isolados ndo tendo sido detectados
bacilos. Conga et al. (1997) também ndo observou a presenca de bactérias em forma de
bacilo. Em contraste, grdos de quefir da Argentina possuiam numero de bacilos duas vezes
maior em relacdo ao de cocos (GARROTE et al., 2001). A diferenca encontrada entre 0s
grupos de microrganismos dos graos de quefir pode ser explicada pela variagdo na origem dos
gréos.

Os isolados em forma de cocos foram selecionados para o teste de assimilacdo de
carboidratos para bactérias lacticas em kit API CHL 50, da BioMérieux cujos resultados estéo
apresentados na Tabela 3. Os outros isolados permaneceram congelados em freezer -80°C
para analises posteriores. As bactérias em forma de cocos foram escolhidas para identificacdo
por fazerem parte da microbiota de grdos de quefir de diversas origens geogréaficas
(KOROLEVA, 1991; ANGULO et al., 1993; DOUSSET e CAILLET, 1993; PINTADO et al.,
1996; GARROTE et al., 2001; SIMOVA et al., 2002; YUKSEKDAG et al., 2004) enquanto
que bactérias lacticas em forma de estreptococos foram pouco observadas (SIMOVA et al.,
2002; YUKSEKDAG et al., 2004) ndo havendo relatos de isolamento de bactérias laticas em
forma de estafilococos.

Todos os isolados submetidos ao teste APl CHL 50 foram classificados como
Lactococcus lactis subsp. lactis (Figura 5). Com excecdo dos isolados 1GQ13, IGQ19 e
IGQ20, os demais apresentaram o mesmo perfil bioguimico. O isolado 1GQ13 ndo fermentou
os carboidratos amido e gluconato, assimilado pelos demais. Ja o isolado 1GQ19 ndo
fermentou os acgucares arbutina e B-Gentibiose, que também foram fermentados pelos outros
isolados. O 1GQ20 diferenciou-se dos demais por ndo fermentar o gluconato assim como o

IGQ13, mas estes dois isolados ndo apresentaram o
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Tabela 3 — Perfil da fermentacdo de carboidratos de bactérias laticas, apds 48 horas de

incubacdo, em Kit APl CHL50 (Biomériux — Franca).

Carboidratos

Isolados

1GQ5

IGQ17

IGQ21

1IGQ19

1GQ26

1GQ29

1GQ30

1GQ13

1GQ20

1-Glicerol

2-Eritriol
3-D-Arabinose
4-L-arabinose
5-Ribose

6-D-Xilose
7-L-Xilose
8-Adonitol
9-B-Metil-Xilosideo
10-Galactose
11-D-Glicose
12-D-Frutose
13-D-Manose
14-L-Sorbose
15-Ramnose
16-Dulcitol
17-Inositol
18-Manitol
19-Sorbitol

20-a-M. D-Manosideo
21- a-M. D-Glicosideo
22-N-Acetil-Glicosamina
23-Amidalina
24-Arbutina
25-Esculina
26-Salicina
27-Celobiose
28-Maltose
29-Lactose
30-Melibiose
31-Sacarose
32-Trealose
33-Inulina
34-Melizitose
35-D-Rafinose
36-Amido
37-Glicogénio
38-Xilitol
39-B-Gentibiose
40-D-turanose
41-L-Xilose
42-D-Tagnose
43-D-Fucose

44-1 -Fucose
45-D-Arabitol
46-L-Arabitol
47-Gluconato
48-2-Ceto-Gluconato
49-5-Ceto-Gluconato

+ 4+ + + + +

+ 4+ o+

[T

+ 4+ + + + +

o+ o+

[

+ o4+ + o+ + +

+ 4+ o+

o 4

+ o4+ + o+ + +

4+ o+

o 4

+ 4+ 4+ o+ + +

+ 4+ o+

o 4

+ 4+ + + +

+ 4+ o+

o 4

+ 4+ + + +

+ 4+ o+

o 4

+ + 4+ +

+ +

+ + + + + + !

+ + 4+ + o+ o+

o4 4

+: resultado positivo; -: resultado negativo
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mesmo perfil bioquimico de fermentagdo de carboidratos, pois o 1GQ20 fermentou o amido
que ndo foi assimilado pelo 1GQ13. Pela analise do perfil de assimilacdo de carboidratos das

estirpes estudadas, pode-se reuni-las em 4 grupos distintos, conforme indica a tabela 4.

Figura 5 — Perfil bioquimico do isolado 1GQ20 apresentado no Kit APl CHL50

amarelo: reacdo positiva
violeta: reacdo negativa

O Lactococcus lactis subsp. lactis, isolado de grédos de quefir da Argentina, apresentou
capacidade de producdo de acido através da fermentacdo dos seguintes carboidratos: L-
arabinose, ribose, galactose, D-glucose, D-frutose, D-manose, D-manitol, arbutima, salicina,
celobiose, maltose, lactose, sacarose, trealose e D-turanose (GARROTE, 1997). Com excecéo
dos acgucares L-arabinose e D-turanose, 0os outros aglcares fermentados pelo Lactococcus
lactis subsp. lactis isolados dos grdos de quefir da Argentina também foram fermentados por

todos os isolados deste experimento, citados na tabela 3.
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Tabela 4- Classifica¢do dos isolados de Lactococcos pela anélise do perfil de fermentacéo de
carboidratos

Isolados Classificagao Probabilidade(%)?
1GQ5, 1IGQ17, 1GQ21, Lactococcus lactis subsp. lactis 99,9

1GQ26, 1GQ29 e 1IGQ30

1IGQ13 Lactococcus lactis subsp. lactis 96,8

1IGQ19 Lactococcus lactis subsp. lactis 99,9

1GQ20 Lactococcus lactis subsp. lactis 99,2

a: Probabilidadae de acordo com proGrama APILAB PLUS versdo 5.1 (BioMériux — Franca).

De acordo com Sanches et al. (2000) onze estirpes de Lactococcus lactis foram
isoladas de queijo artesanal e suas caracteristicas quanto a fermentacdo de 49 carboidratos
foram avaliadas utilizando-se o Kit APl CHL50 (Biomeériux — Franca). Os isolados foram
reunidos em 5 grupos distintos pelo perfil de utilizacdo dos carboidratos. Todas as estirpes
isoladas fermentaram a ribose, galactose, glucose, frutose, manonse, a-Metil D-Glicosideo, N-
Acetil-Glicosamina, arbutina, esculina, salicina, maltose, lactose e trealose. Duas estirpes
fermentaram a xilose e o0 manitol e, o amido, foi assimilado por seis estirpes; a sacarose e a
amidalina foram fermentadas por sete estirpes; a celobiose foi utilizada por oito estirpes e a
gentibiose foi parcialmente utilizada por dez estirpes (SANCHEZ, 2000). Os carboidratos que
foram assimilados por todos os isolados citados no artigo de Sanchez, também foram
utilizados por todos os isolados deste experimento, com exce¢do da arbutina que ndo foi
fermentada pelo isolado 1GQ19, conforme mostra a tabela 3.

Verificou-se que houve uma grande variacdo quanto a fermentacdo de carboidratos por
uma mesma espécie bacteriana. Mainville (2006) comparou o metabolismo de carboidratos de
estirpes de Lactococcus isolados de grdos de quefir em seu experimento com estirpes de um
banco de culturas, BCCM/LMG - Bactéria Collection Laboratory for Microbiology (LMG),

Bélgica e constatou que uma mesma espécie bacteriana, Lactococcus lactis subsp lactis, pode
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apresentar comportamento diferente quanto a assimilacdo de carboidratos, conforme mostra a

tabela 5.

Tabela 5 - Comparacdo do metabolismo de carboidratos de estirpes de Lactococcus lactis

subsp. lactis
48]
§=
=
- n
Estirpe 8
Bacteriana =
S g3 L ° T o < B o
S v n _— (B (@] —_ o —_-
=9 o w3 a8 &Q G c =L S S ES o5
S 6 @ o2 oo @ .= 2 0o £ =N899 o x5 2 @D
S o 8 2E2cSc c=c @ gao a3a=388ocsa s EZE S
ET T Q8 8 8 E =2 08 3 Lo =3 52 & E 2
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LMG6890 + + + + + - + - - + - 4+ - + - 4+ + - - + - - +
IM101 - 4+ + + 4+ - - - - - -+ -+ -+ - - -+ o+ 4+ o+
IM102 -+ + + 4+ - - - -+ - + - 4+ - 4+ - - -+ + + +
IM106 e - 4+ + + 4+ - - - - + - + - + - 4+ - - - + + + +
IM108 -+ + + + - - - -+ -+ -+ -+ - - -+ o+ -+

Fonte: MAINVILLE et al. (2006)

O autor observou, ainda, que a bactéria identificada, atraves da técnica de fermentacédo
de carboidratos, como Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (LMG 7931),
quando submetida a analise do seu DNA cromossomal, sugeriu que esta bactéria pertencia a
subsp. cremoris. Para que uma identificacdo tenha um melhor nivel de confianca € necessario
que, apds identificacdo das bactérias pela técnica de fermentacdo de carboidratos, seja
realizada, também, a analise genética.

As bactérias lacticas em forma de cocos podem ser encontradas em grande nimero nos
grdos de quefir de diversas origens geograficas. Em andlises anteriores, ja foram identificadas
as espécies Lactococcus cremoris, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus e
Streptococcus durans em grédos de quefir da Turquia (YUKSEKDAG, 2004). Na Argentina, a

microbiota dos gréos de quefir tem sido amplamente estudada, tendo sido identificadas, além
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do Lactococcus lactics subsp. lactis, o Lactococcus lactis subsp lactis biovar diacetylactis e
Leuconostoc mesenteroides (GARROTE, 2001).

Garrote et al. (1998) constataram que quanto maior a quantidade de gréos para
fermentacdo do leite menor era a propor¢do de bactérias do género Lactococus,
provavelmente devido a diminuicdo rapida do pH e inibicdo das referidas bactérias. Esta
diminuicdo foi observada, apenas, no fermentado de quefir, mas nd&o nos grdos. O autor
sugeriu que os graos de quefir exerciam um papel protetor a este grupo de bactérias.

Além do grupo de Lactococcus, um outro tipo de microrganismo que faz parte da
microbiota natural dos grdos de quefir € o Lactobacillus. No entanto, no presente trabalho,
ndo foi isolado nenhum microrganismo do género Lactobacillus. Possivelmente, quando os
grédos de quefir foram diluidos com agua peptonada os microrganismos deste género ficaram
protegidos no interior dos grdos. Witthun et al. (2004) afirmam que além da origem dos gréos,
do modo de producao do quefir, um outro fator que pode influenciar na variacdo da populacéo
microbiana é método usado para identificar os microrganismos isolados dos graos.

Em observacdes da microbiota dos grédos de quefir, realizadas com o uso da
microscopia eletronica de varredura, foi constatada que os Lactobacillus sdo encontrados no
interior dos gréos de quefir, enquanto que os Lactococcus foram verificados, apenas, na
superficie dos grdos (REA et al., 1996). No entanto, em outra observacdo da microbiota dos
grdos de quefir, ndo foi constatada a presenca de Lactococcus em nenhuma parte dos gréos,
tal fato foi atribuido a possivel retirada dos Lactococcus durante a preparacdo dos grdos para
observacdo em microscopia eletronica de varredura (GUZEL-SEYDIM et al., 2005).

Conga et al. (1997) ao avaliar a caracterizacdo de bactérias laticas em diversos
produtos de laticinios produzidos artesanalmente na Europa, obteve 4379 isolados de 35
produtos diferentes, dentre eles o quefir. A maioria dos seus isolados foram classificados

como sendo do grupo dos Lactococcus, mas foram também encontrados microrganismos dos
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grupos: Enterococcus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus e Leuconostoc. Em
conformidade com o artigo de Conga, ndo foi observada a presenca de Lactobacillus nos
microrganismos isolados do quefir. Conga isolou um total de 402 microrganismos do quefir,
sendo que 361 foram identificados como sendo do género Lactococcus e 41 do género
Leuconostoc.

Em contraposicdo, grios de quefir da Africa do Sul, quando avaliados quanto a sua
microbiota, verificou-se um dominio do grupo Lactobacillus dentre as espécies isoladas.
Foram analisados gréos de oito regibes diferentes desse pais e, em apenas uma regido, foi
observada a presenca de Lactococcus lactis subsp. lactis, numa propor¢do muito pequena em
relacdo aos outros microrganismos encontrados nestes grdos (WITTHUHN et al., 2004).

Sucedaneos do quefir estdo sendo desenvolvidos a partir de culturas isoladas com o
intuito de obter-se uma bebida com propriedades fisico-quimicas e sensoriais semelhantes ao
do quefir tradicional (MESQUIARI, 1999). Para que as culturas utilizadas tenham
caracteristicas microbioldgicas semelhantes aos gréos de quefir, a microbiota deve ter, em sua
composicdo, uma prevaléncia de bactérias da espécie Lactococcus lactis subsp. lactis
(BESHKOVA et al., 2002).

As bactérias laticas utilizadas na fermentacdo do leite estdo incluidas em duas
categorias gerais: 0s microrganismos mesofilicos, com temperatura 6tima de crescimento < 30
°C e os termofilicos, com temperatura étima > 37 °C. O género Lactococcus encontra-se no
grupo das culturas mesofilicas. As caracteristicas fenotipicas importantes deste género que as
diferenciam em espécies ainda ndo estdo bem definidas, existindo opinides que ressaltam a
possibilidade dessas espécies apresentarem-se em continua variacdo fenotipica (MARSHALL,
1987).

A espécie Lactococcus lactis tem sido bastante isolada ndo somente de produtos

lacteos fermentados como também de leites de diferentes mamiferos, entre eles a cabra. Apds
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isoladas e identificadas estudos das caracteristicas tecnoldgicas do Lactococcus lactis subsp.
lactis demonstram seu alto potencial no uso como in6culo em produtos lacteos com excelente

qualidade sensorial (BADIS et al., 2004a; BADIS et al., 2004b)

Uma Unica caracteristica que difere as bactérias laticas Lactococcus lactis spp. lactis e
Lactococcus lactis ssp cremoris, é a capacidade desta Gltima em produzir amdnia a partir de
arginina. A caracteristica que distingue o Lactococcus lactis spp. lactis do Lactococcus lactis
spp. diacetilactis é a habilidade deste Gltimo em metabolizar o citrato (KEMPLER; McKAY,
1981).

Gréos de quefir liofilizados foram embalados em trés tipos diferentes de filme. Foi
avaliada a influéncia do tipo de embalagem nas caracteristicas microbiolégicas dos gréos de
quefir. O Lactococcus lactis subsp. lactis, isolado dos gréos antes do armazenamento, nao foi
encontrado nos gréos de quefir apos serem embalados e armazenados por um periodo de trés
meses, indicando que o tipo de embalagem utilizada no acondicionamento dos gréos de quefir

pode interferir em sua populacdo microbiana (WITHUHN et al., 2005).

5.2 Avaliacdo dos principais grupos de microrganismos presentes no quefir

Durante o periodo de 28 dias de estocagem refrigerada do quefir natural (controle) e
do quefir com polpa de graviola (bebida) produzidos conforme metodologia descrita no item
4.2, o crescimento dos principais grupos de microrganismos: Lactobacillus, Lactococcus,
bactérias acéticas e leveduras foram quantificadas através da contagem de ufc/mL nos tempos
0, 7,14, 21 e 28 dias e 0s resultados expressos em log ufc/mL podem ser observados na figura

6.
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Figura 6- Contagem de Lactobacillus (A), Lactococcus (B), Leveduras (C) e bactérias
acéticas (D) durante o periodo de estocagem
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Pela andlise de variancia (ANOVA) realizada observou-se que os tipos de produto
(controle e bebida) ndo influenciaram no crescimento de nenhum dos grupos de
microrganismos analisados como esta exposto no apéndice A.

A contagem inicial (tempo 0) dos grupos de microrganismos: Lactobacillus,
Lactococcus, bactérias acéticas e leveduras foi em torno de 10° ufc/mL (Figura 6). Este valor
estd préximo ao observado por Garrote et al. (1998); Irigoyen et al. (2005) Fontan et al.
(2006) em relacdo ao nimero de Lactobacillus e Lactococcus, que foi em torno de 10%, no
entanto superior em relacdo & contagem de leveduras e bactérias acéticas que foram de 10° e
10° respectivamente. Beshkova et al. (2002) também relataram contagem de 10° ufc/mL para
Lactobacillus e 10° ufc/mL para leveduras, contudo um nimero maior para os Lactococcus

101,
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O numero de microrganismos diminuiu significativamente do tempo 0 até 21 dias de
estocagem refrigerada, enquanto que a partir de 21 até 28 dias ndo houve diferenca
significativa no nimero de microrganismos encontrados, conforme mostra o apéndice A.
Irigoyen et al. (2005) observou um declinio significativo no nimero de Lactobacillus e
Lactococcus até 14 dias de estocagem refrigerada enquanto que a populacdo de leveduras e
bactérias acéticas permaneceram constantes durante o periodo de 28 dias de estocagem.

No final do periodo de estocagem (28 dias) todos os grupos de microrganismos
tiveram contagem em torno de 10" ufc/mL para todas as populacdes microbianas avaliadas,
valor superior ao encontrado por Irigoyen et al. (2005) que ao final de 28 dias de estocagem
sob refrigeracdo observaram contagem entre 10* a 10° Este decréscimo no nimero de
microrganismos pode ser atribuido ao aumento da acidez e a diminuicéo de substrato no meio.

Bacterias acido laticas, Lactobacillus, Lactococcus e leveduras foram quantificadas em
grios de quefir da Turquia, com contagem aproximada de 10° 10° 10°® e 10° ufc/mL
respectivamente. A proporcao de bactérias acido laticas e leveduras foi de 10° : 10°. Também
foi observado que durante a fermentacdo do leite houve um rapido crescimento de bactérias
acido laticas, Lactobacillus e Lactococcus e um crescimento menor das leveduras. Ja durante
a estocagem refrigerada, ocorreu um crescimento lento das bactérias &cido laticas,
Lactobacillus e Lactococcus até 14 dias de estocagem. Apos este periodo, observou-se um
pequeno declinio dessas bactérias. Ao contrario das leveduras que decresceram durante 0s
primeiros 7 dias de estocagem e a partir dai, houve um acréscimo de sua populacdo até 21
dias de estocagem refrigerada (GUZEL-SEYDIM et al., 2005).

A gquantidade de gréos utilizada como indculo na producéo do quefir pode influenciar
significativamente a contagem de Lactobacillus, Lactococcus, leveduras e bactérias acéticas.
As leveduras aumentam de numero proporcionalmente a quantidade de grdos inoculados

enquanto que os Lactobacillus e Lactococcus tem uma relagdo inversamente proporcional a
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quantidade de grdos inoculados (IRIGOYEN et al., 2005). Garrote et al. (1998) também
observou a influéncia da concentracdo de gréos de quefir utilizados como in6culo na producédo
de quefir, indicando que um aumento na concentracdo dos gréos diminui a porcentagem de

Lactococcus encontrados, provavelmente pelo aumento rapido do pH do meio.

5.3 Composic¢ao centesimal e teor alcodlico do quefir

A composicdo centesimal do quefir natural e do quefir com polpa de graviola foi
determinada de acordo com a metodologia de 1AL, 1985; SILVA et al. 1997, conforme o0s
dados apresentados na Tabela 6.

O quefir natural diferiu do quefir com polpa de graviola pela adicdo de dois
ingredientes, o aclcar e a polpa de graviola. A polpa de graviola com o seu alto teor de
umidade adicionado ao quefir natural aumentou seu conteldo de &gua e, conseqiientemente,

diluiu a concentracao de todos os macronutrientes, como pode ser constatado na Tabela 6.

Tabela 6 Composicao quimica e energética do quefir natural e do quefir com polpa de
graviola®

Agua Gordura Cinza Proteina Carboidrato  Energia®
Quefir Natural 86,5 3,5 0,63 3,04 6,33 69
Quefir com polpa de graviola 88,3 3,00 0,42 2,32 5,96 60

a: os valores foram expressos em g/100g
b: A energia foi expressa em Kcal

Segundo Gambelli et al. (1999) niveis baixos de gorduras podem ser observados em
amostras de leite fermentado, sendo a gordura do leite diluida pela presenca de outros
ingredientes ndo gordurosos como, por exemplo, as frutas. Quantidades diferentes de frutas
adicionadas aos leites fermentados comercializados na Itdlia alteraram a concentragdo dos
seus macronutrientes. Constatou-se variagdo nos teores de carboidratos de 3,5 a 13;1%,

gordura de 3,2 a 3,8% e proteina de 4,0 a 4,8%. Como consequéncia dessa variacao alterou-
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se, também, o valor energético das amostras de leite fermentado. O autor confirma a alta
qualidade nutricional dos leites fermentados produzidos com diferentes bactérias laticas
utilizadas durante o processo de fermentagéo.

Os resultados da analise centesimal do quefir natural estdo de acordo com os dados
apresentados por Guven et al. (2003), com excecdo do teor de lipideos que ficou entre 2,8-
3,3%. Esta pequena variacdo é normal e pode ser atribuida a diferenga no teor de gordura do
leite utilizado na preparagdo do quefir. Ndo foi observado, na literatura, relatos da producéo
de quefir adicionado de polpa de fruta.

A composicdo do quefir é variavel e ainda ndo esta bem definida e depende da origem
do leite, da composicdo das culturas dos grdos de quefir, bem como do processo tecnoldgico
utilizado na fabricacéo do quefir (ZUBILLAGA et al., 2001).

A porcentagem de alcool no controle e na bebida foi de 0,1 e 0,2% respectivamente. O
valor de alcool encontrado na bebida foi maior em relagdo ao controle, possivelmente pela
adicdo de acucar na bebida. A legislacdo brasileira ndo exige presenca de quantidade minima
de alcool na producédo de quefir, mas o classifica de fraco quando este apresenta até 1,5% de
etanol e de forte quando apresenta 0 maximo de 3%. Os baixos niveis de alcool encontrados
tanto na bebida quanto no controle possivelmente estdo relacionados a temperatura de
fermentacdo que ndo favorece o crescimento das leveduras responsaveis pela producdo de
alcool no quefir.

Simova et al. (2002) observou diferenca significativa no teor alcodlico do quefir
produzido utilizando-se, separadamente, os grdos e outro quefir como indculo, sendo que 0s
valores variaram entre 0,25% a 0,09% respectivamente. Esta diminui¢do no teor alcodlico é

atribuida a diminuigdo no nimero de leveduras no processo fermentativo.
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Beshkova et al. (2002) observou que o teor alcodlico do quefir fermentado com os
gréos de quefir ndo excedeu 0,25% enquanto que o quefir produzido com culturas puras
isoladas dos grédos de quefir alcangou teores de até 0,48% de alcool.

Em contraste, Fontan et al. (2006) encontrou teores bem menores de alcool apds a
fermentacdo do quefir. Os autores observaram um aumento leve de 0,002 para 0,008% no
contetdo de alcool nas primeiras 48 horas de fermentacdo, mas significante de 48 até 168

horas de fermentagdo chegando a 0,018% de alcool no final do processo fermentativo.

5.4 Avaliacao do pH e acidez do quefir durante o periodo de estocagem

Foi realizado acompanhamento da variacdo do pH e acidez titulavel durante 28 dias de
estocagem refrigerada e os resultados estdo apresentados na tabela 7 e 8
respectivamente.

Os valores de pH do controle e da bebida foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se 5% de probabilidade conforme mostra o apéndice A. O tempo de estocagem
influenciou significativamente nos valores de pH. N&o houve diferenca significativa entre os
tempos 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem, havendo diferenca significativa somente no tempo de
28 dias. O tipo de produto (controle e bebida) também influenciou significativamente na
variacdo do pH durante o tempo de estocagem, mas a interacao entre tempo e produto néao foi

significativa, p=0,060 (apéndice A).

Tabela 7 — Valores de pH durante o tempo (dias) de estocagem refrigerada

TO T7 T14 T21 T28
controle 4,25 4,29 4,28 4,24 4,31
bebida 4,19 419 4,24 4,24 4,30

Controle: quefir natural. Bebida: quefir com polpa de graviola
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O pH de alguns leites fermentados tais como o iogurte e o labneh tende a diminuir
significativamente durante o periodo de estocagem refrigerada (ABRAHAMSEN; HOLMEN,
1981; KATISIARI et al., 2002; AL-KANAMANY, et al., 2003). No quefir natural (controle)
assim como no quefir com polpa de graviola o pH ao final de 28 dias de estocagem
refrigerada foi maior do que o pH no tempo zero, conforme indica a tabela 7. O mesmo foi
observado por Irigoyen et al. (2005) para quefir natural. O autor ndo constatou variacéo
significativa no pH durante a estocagem e atribuiu que tal fato a presenca das leveduras. Colar
(1996) verificou que as bactérias lacticas multiplicam-se e produzem acido latico mais

lentamente quando cultivadas com uma cultura de levedura.

Tabela 8 - Valores da acidez titulavel, expresso em % de acido latico, durante o tempo (dias)

de estocagem refrigerada do controle e da bebida

TO T7 T14 T21 T28
controle® 1,27 1,42 1,42 1,48 1,48
bebida® 1,25 1,32 1,35 1,40 1,41

Controle: quefir natural. Bebida: quefir com polpa de graviola

A acidez titulavel das amostras avaliadas, conforme mostra a tabela 8, aumentou
progressivamente durante os 28 dias de estocagem com valores que variaram de 1,27 a 1,48 %
no controle e de 1,25 a 1,41%, na bebida. Este aumento na acidez dos produtos (controle e
bebida) foi significativo somente do tempo O para o tempo 7 dias, no entanto, entre 0s tempos
7, 14, 21 e 28 ndo houveram diferencas significativas entre as amostras analisadas. A
interacdo entre tempo e produto na variagdo da acidez titulavel ndo foi significativa, p=0,441,

conforme esta exposto no apéndice A.
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Fontén et al. (2006) avaliaram a acidez titulavel durante 168 horas de fermentacéo do
quefir e os valores variaram de 0,14% no tempo 0 de fermentacdo para 1,32% com 168 horas
de fermentacdo. O autor sugere que os altos valores de acidez titulavel se devem ndo somente
a presenca de &cido latico, mas, também, de outros &cidos orgénicos titulaveis por NaOH e

quantificados como 4cido latico.

5.5 Analise Sensorial

Foram realizadas trés repeticOes da producdo do quefir com polpa de graviola com a
respectiva aplicacdo do teste de aceitagdo em 90 provadores ndo treinados (30 para cada
repeticdo). O teste de aceitacdo do quefir com polpa de graviola obteve uma média de 7,5,
indicando que, o produto na escala hedonica, ficou entre 0s escores muito bom e 6timo,
conforme item 4.7. Os resultados estdo expostos na Tabela 9.

A qualidade sensorial do quefir tem sido avaliada utilizando-se além do leite de vaca
para a fermentacdo, o leite de outros animais como, por exemplo, a ovelha. Em geral, todos os
quefirs produzidos com leite de ovelha apresentaram escores sensoriais
menores quando comparado com os quefirs produzidos com leite de vaca. Esta superioridade
na qualidade do quefir produzido com leite de vaca é referente ndo somente ao sabor, mas,

também, a cor, odor e consisténcia do quefir (WSZOLEK, 2001; TRATNIK, 2006).

Tabela 9 - Teste de aceitacdo do quefir com polpa de graviola

Repeticdo Média aceitagdo % Aceitagdo
1 7,46 82,88
2 7,4 82,22
3 7,6 84,44

Média dos Testes 7,48 83,18
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Os atributos sensoriais de leites fermentados, em geral, s@o influenciados,
significativamente, pelo tipo de cultura latica utilizada no processo fermentativo. As culturas
laticas ao fermentarem o leite produzem diversos acidos organicos tais como: acido citrico,
acido piravico, acido latico, &cido acético dentre outros, que vao influenciar diretamente no

sabor e odor dos leites fermentados (TORRE, 2003).

A aceitabilidade de um tipo de queijo popularmente conhecido na Turquia € maior
quando se utiliza na sua fabricacdo o quefir como indculo. Ja a utilizacdo de cultura de iogurte
na fabricacdo deste mesmo queijo produziu um produto inaceitavel pelos provadores

(GONCU; ALPKENT, 2005).

Guzel-seydim (2000), observou mudancas na concentracao dos acidos organicos e nos
componentes volateis do flavor do quefir durante o periodo de estocagem refrigerada e
constatou aumento significativo dos acidos latico e citrico e outros gupos quimicos como
etanol e o acetaldeido. No entanto, o diacetil, um componente muito comum no flavor de
produtos lacteos, ndo foi detectado durante o processo fermentativo e nem durante o tempo de
estocagem do quefir.

A apreciacdo do flavor é governada pela percepcdo do aroma, sabor e textura dos
alimentos (MARSHALL,1987). No presente trabalho, os provadores foram convidados a
degustar a bebida e expressar sua opinido quanto ao sabor, mas muitos comentarios em
relacdo a textura e aroma foram observados. A adi¢cdo de polpa de graviola ao quefir fez com
gue este apresentasse uma consisténcia bem menos viscosa quando comparado com o quefir
natural. Quanto ao aroma, comentaram da semelhanca ao aroma da coalhada.

Apesar da adicdo de 15% de polpa de graviola ao quefir, 5,5% dos provadores ndo
perceberam o sabor da fruta na bebida. O quefir natural é uma bebida de sabor e aroma bem

pronunciados, podendo ter mascarado o sabor da fruta que foi adicionada.
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A aceitacdo média do quefir com polpa de graviola foi de 83,18% conforme mostra a
tabela 9, indicando que o quefir, apesar de ndo ser fabricado industrialmente e pouco
conhecido em nosso pais, quando adicionado de polpa de fruta, podera tornar-se uma boa

opcao para o mercado local.

Varios estudos tém investigado as propriedades e os beneficios do consumo do quefir
a saude humana, no entanto, estudos detalhados sdo necessarios para que o quefir se torne
uma bebida mais aceitavel pelos consumidores, incrementando, assim, 0 seu consumo. Uma
alternativa para o aumento da aceitabilidade do quefir € a adicdo de frutas ou de aromas de
frutas. Pesquisas quanto as caracteristicas sensoriais do quefir demonstraram que a adi¢ao de
aroma de morango, amora e framboesa ao quefir podera ser uma excelente alternativa para
aumentar a sua aceitacdo (YILMAZ, 2006). A adicdo de aroma de péssego ao quefir ou
modificacdo no seu processo fermentativo adicionando-se Lactococcus, Lactobacillus ou
leveduras, aumentam sua aceitabilidade, comparado ao quefir fabricado tradicionalmente

(MUIR et al. 1999).

Para que um produto seja considerado como aceito, em termos de suas propriedades
sensoriais, € necessario que se obtenha um indice de aceitabilidade de no minimo 70%
(TEIXEIRA, 1987). As caracteristicas sensoriais determinam a aceitabilidade ou ndo de um
produto. Os atributos sensoriais, tais como cor, odor, textura e o sabor entre outros, sao
fatores que influenciam a utilizacdo em varios produtos, sendo que o sabor € a mais

importante propriedade na determinacdo da aceitabilidade de um alimento (CHAIB, 1983).

A quantificacdo, em porcentagem, da qualidade sensorial do quefir atribuida pelos
provadores pode ser observada no grafico 1. N&o foi atribuida nenhuma indicagdo ou indice
negativo ao produto, tais como: ndo muito bom, ruim, muito ruim ou péssimo, que constavam

na ficha do teste de aceitacdo da bebida.
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Grafico 1- Teste de aceitabilidade do quefir com polpa de graviola

M excelente

W 6timo
muito bom

M bom

20% 1% 21% M razoavel

Irigoyen et al. (2005) avaliou a aceitabilidade do quefir natural produzido com 5% dos
grdos como inoculo e constatou uma aceitacdo de 71,4% do quefir com 24 horas de
estocagem refrigerada e de 35,7% no quefir com 14 dias de armazenagem refrigerada. A
aceitabilidade do quefir com polpa de graviola foi superior a aceitagdo do quefir natural
avaliado por Irigoyen. N&o foi observado relatos na literatura de pesquisa da aceitabilidade do

quefir com polpa de fruta.
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6- CONCLUSOES

e Todos os isolados dos graos de quefir foram identificados como Lactococcus lactis
subsp. lactis sendo possivelmente o microrganismo predominante na microbiota dos graos

de quefir em estudo;

e A adigdo de polpa de fruta e agticar ao quefir ndo influenciou no crescimento dos grupos
de microrganismos analisados sendo eles: Lactobacillus, Lactococcus, leveduras e

bactérias acéticas;

e Todos os grupos de microrganismos avaliados obtiveram contagem aproximada de 10°
UFC/mL no inicio do periodo de estocagem (tempo 0) decrescendo para

aproximadamente 10 ufc/mL apds 28 dias de armazenagem sob refrigeraco;

e Os testes e analise sensorial realizados indicam que o produto teve uma aceitagdo muito

boa a 6tima;

e A adigdo de polpa de fruta e agucar ao quefir natural influenciou nos valores de pH

assim como o tempo de estocagem;

e A acidez aumentou progressivamente durante o tempo de estocagem ndo havendo, no
entanto, interacdo entre os valores de acidez observados para o quefir natural e o quefir

com polpa de graviola
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Andlise Estatistica Descritiva para Lactobacillus

Resultados para Tempo = TO

Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum
Lactobacillus Bebida 5 9,1319 0,0673 0,1505 8,9685
Controle 5 9,1752 0,0141 0,0316 9,1303
Variavel Produto Q3 Maximum
Lactobacillus Bebida 9,2760 9,2967
Controle 9,2040 9,2122
Resultados para Tempo = T7
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev  Minimum
Lactobacillus Bebida 5 8,455 0,171 0,383 8,037
Controle 5 8,9048 0,0332 10,0741 8,8062
Variavel Produto Q03 Maximum
Lactobacillus Bebida 8,802 8,826
Controle 8,9754 8,9777
Resultados para Tempo = T14
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum
Lactobacillus Bebida 5 77,9386 0,0749 0,1674 77,7634
Controle 5 8,2490 0,0972 10,2174 8,0170
Variavel Produto Q03 Maximum
Lactobacillus Bebida 8,0974 8,1303
Controle 8,4542 8,4771
Resultados para Tempo = T21
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev  Minimum
Lactobacillus Bebida 5 77,6641 0,0746 0,1669 77,4771
Controle 5 17,6457 0,0733 0,1638 77,4624
Variavel Produto Q03 Maximum
Lactobacillus Bebida 7,8110 7,8976
Controle 7,8028 7,8062
Resultados para Tempo = T28
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum
Lactobacillus Bebida 5 7,566 0,141 0,316 7,230
Controle 5 77,2452 0,0792 0,1771 7,0569
Variavel Produto Q3 Maximum
Lactobacillus Bebida 7,857 7,875
Controle 7,4147 7,4314

01
8,9776
9,1459

01
8,049
8,8318

Q1
77,7671
8,0232

Q1
7,5043
77,4769

01
7,233
7,0625

Median
9,1523
9,1761

Median
8,572
8,9096

Median
7,9638
8,2900

Median
7,6902
7,6693

Median
7,648
7,2718
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Analise de Varidncia para Lactobacillus

Source DF
Tempo 4
Produto 1
Tempo*Produto 4
Error 40
Total 49

Teste de Tukey

Response Variavel Lactobacillus

Seq SS Adj SS Adj MS
20,7910 20,7910 5,1978 119,08

0,1080
0,9012
1,7460
23,5463

All Pairwise Comparisons among Levels de Tempo
Tempo = TO subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T1 -0,474
T2 -1,060
T3 -1,499
T4 -1,748

SE de
Difference
0,1107
0,1107
0,1107
0,1107

Tempo = Tl subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T2 -0, 586
T3 -1,025
T4 -1,274

SE de
Difference
0,1107
0,1107
0,1107

Tempo = T2 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T3 -0,4389
T4 -0,6883

SE de
Difference
0,1107
0,1107

Tempo = T3 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T4 -0,2495

SE de
Difference
0,1107

Adjusted

T-Value P-Value
-4,28 0,0009
-9,58 0,0000
-13,54 0,0000
-15,80 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-5,30 0,0000
-9,26 0,0000
-11,52 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-3,966 0,0023
-6,220 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-2,255 0,1789

F

0,1080 0,1080 2,48
0,9012 10,2253 5,16
1,7460 0,0436

P
0,000
0,124
0,002
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Anélise Estatistica Descritiva para Lactococcus

Resultados para Tempo = TO

Variavel
Lactococcus

Variavel
Lactococcus

Resultados para Tempo =T1

Variavel
Lactococcus

Variavel
Lactococcus

Resultados para Tempo = T2

Variavel
Lactococcus

Variavel
Lactococcus

Resultados para Tempo = T3

Variavel
Lactococcus

Variavel
Lactococcus

Resultados para Tempo = T4

Variavel
Lactococcus

Variavel
Lactococcus

Produto N Mean SE Mean StDev  Minimum Q1 Median
Bebida 5 9,1238 0,0379 0,0849 9,0334 99,0374 9,1303
Controle 5 9,1904 0,0363 0,0813 9,1072 9,1089 9,1959
Produto Q03 Maximum

Bebida 9,2068 9,2095

Controle 9,2691 9,2878

Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median
Bebida 5 8,421 0,154 0,344 8,053 8,006 8,522
Controle 5 8,8431 0,00920 10,0206 8,8195 18,8260 8,8432
Produto 03 Maximum

Bebida 8,726 8,839

Controle 8,8601 8,8751

Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median 03
Bebida 5 7,902 0,137 0,307 7,556 7,579 7,981 8,186
Controle 5 8,293 0,127 0,285 8,000 8,011 8,286 8,580
Produto Maximum

Bebida 8,190

Controle 8,580

Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median
Bebida 5 17,6166 0,0774 0,1730 7,3979 7,4447 77,6435
Controle 5 7,5725 0,0640 0,1431 7,3979 7,4302 17,5911
Produto 03 Maximum

Bebida 77,7752 7,8261

Controle 7,7055 77,7482

Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median
Bebida 5 7,485 0,170 0,380 7,041 7,083 7,600
Controle 5 7,1124 0,0895 0,2001 6,8573 6,9082 7,1l461
Produto Q03 Maximum

Bebida 7,829 7,839

Controle 7,2998 7,3096
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Andises de Variancia para Lactococcus

Source DF
Tempo 4
Produto 1
Tempo*Produto 4
Error 40
Total 49

Teste de Tukey

Seq SS Adj SS Adj MS
22,8270 22,8270 5,7067 105,12

0,1072
1,0822
2,1716
26,1879

Response Variavel Lactococcus

All Pairwise Comparisons among

Tempo = TO subtracted from:

Difference
Tempo de Means
Tl -0,525
T2 -1,059
T3 -1,563
T4 -1,859

SE de
Difference
0,1222
0,1222
0,1222
0,1222

Tempo = Tl subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T2 -0,534
T3 -1,038
T4 -1,334

SE de
Difference
0,1222
0,1222
0,1222

Tempo = T2 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T3 -0,5032
T4 -0,7992

SE de
Difference
0,1222
0,1222

Tempo = T3 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T4 -0,2960

SE de
Difference
0,1222

Levels de Tempo

Adjusted

T-Value P-Value
-4,29 0,0008
-8,67 0,0000
-12,78 0,0000
-15,21 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-4,37 0,0007
-8,49 0,0000
-10,91 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-4,117 0,0015
-6,539 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-2,422 0,1282

F

0,1072 0,1072 1,97
1,0822 0,2706 4,98
2,1716 0,0543

P
0,000
0,168
0,002

82



Andlise Estatistica Descritiva para Leveduras

Resultados para Tempo = TO

Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median
Leveduras Bebida 5 9,0902 0,0511 10,1143 8,9542 8,9660 9,1553
Controle 5 9,1249 0,0219 0,0491 9,0719 19,0755 9,1303
Variavel Produto Q03 Maximum
Leveduras Bebida 9,1818 9,1903
Controle 9,1715 9,1847
Resultados para Tempo =T1
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median
Leveduras Bebida 5 8,456 0,122 0,274 8,161 8,169 8,520
Controle 5 8,8347 0,0308 10,0688 8,7243 8,7752 8,8388
Variavel Produto Q03 Maximum
Leveduras Bebida 8,712 8,716
Controle 8,8921 8,8976
Resultados para Tempo = T2
Varidvel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median 03
Leveduras Bebida 5 7,923 0,109 0,244 7,633 7,671 7,974 8,149
Controle 5 8,254 0,110 0,246 7,982 7,998 8,307 8,484
Variavel Produto Maximum
Leveduras Bebida 8,190
Controle 8,505
Resultados para Tempo = T3
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q01 Median
Leveduras Bebida 5 77,5488 0,0672 0,1502 7,3222 77,4068 7,5682
Controle 5 7,5110 0,0405 10,0905 7,3979 17,4225 17,5185
Variavel Produto 03 Maximum
Leveduras Bebida 7,6811 7,6902
Controle 7,5957 7,6232
Resultados para Tempo = T4
Variavel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q01 Median 03
Leveduras Bebida 5 7,512 0,161 0,360 7,134 7,150 7,520 7,869
Controle 5 7,240 0,142 0,317 6,881 6,905 7,326 7,531
Variavel Produto Maximum
Leveduras Bebida 7,886
Controle 7,544
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Analises de Variadncia para Leveduras

Source DF
Tempo 4
Produto 1
Tempo*Produto 4
Error 40
Total 49

Teste de Tukey

Seq SS Adj SS Adj MS
21,5006 21,5006 5,3752 112,93

0,0946
0,7296
1,9040
24,2288

Response Variavel Leveduras

All Pairwise Comparisons among

Tempo = TO subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T1 -0,462
T2 -1,019
T3 -1,578
T4 -1,732

SE de
Difference
0,1101
0,1101
0,1101
0,1101

Tempo = Tl subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T2 -0,557
T3 -1,116
T4 -1,270

SE de
Difference
0,1101
0,1101
0,1101

Tempo = T2 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T3 -0,5584
T4 -0,7125

SE de
Difference
0,1101
0,1101

Tempo = T3 subtracted from:

Difference
Tempo de Means
T4 -0,1542

SE de
Difference
0,1101

Levels de Tempo

Adjusted

T-Value P-Value
-4,20 0,0011
-9,26 0,0000
-14, 33 0,0000
-15,73 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-5,006 0,0001
-10,13 0,0000
-11,53 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-5,071 0,0001
-6,471 0,0000
Adjusted

T-Value P-Value
-1,400 0,6309

F

0,0946 0,0946 1,99
0,7296 0,1824 3,83
1,9040 0,0476

P
0,000
0,166
0,010
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Andlise Estatistica descritiva para Leveduras

Resultados para Tempo = TO

Variavel Produto N
Bactérias Acétic Bebida 5
Controle 5

Variavel Produto
Bactérias Acétic Bebida 9
Controle 9

Resultados para Tempo =T1

Variavel Produto N
Bactérias Acétic Bebida 5
Controle 5

Variavel Produto
Bactérias Acétic Bebida
Controle 8

Resultados para Tempo = T2

Variavel Produto N
Bactérias Acétic Bebida 5
Controle 5

Variavel Produto
Bactérias Acétic Bebida
Controle 8

Resultados para Tempo = T3

Variavel Produto N
Bactérias Acétic Bebida 5
Controle 5

Variavel Produto
Bactérias Acétic Bebida 7
Controle 7

Resultados para Tempo = T4

Variavel Produto N
Bactérias Acétic Bebida 5
Controle 5

Variavel Produto
Bactérias Acétic Bebida 7
Controle 7

Me
9,09
9,11

03
,2565
,1523

Me
8,4
8,84

Q3
8,768
, 9394

Me
7,9
8,15

Q3
8,251
;2930

Me
7,61
7,53

Q3
, 6483
, 6334

Mea
7,54
7,07

Q3
;929
, 385

an SE Mean

80 0,073

21 0,0234

Maximum
9,2601
9,1553

an SE Mean
90 0,135
95 0,0415

Maximum
8,820
8,9494

an SE Mean
49 0,157

0 0,16

87 0,0633 0,14

Maximum
8,272
8,3096

an SE Mean

97 0,0134 0,03

42 0,046

Maximum
7,6532
7,6435

n SE Mean
8 0,174
9 0,157

Maximum
7,929
7,431

Andises de Variadncia para Bactérias Acéticas

Source DF Seq SS
Tempo 4 22,1951 2
Produto 1 0,0004
Tempo*Produto 4 1,0028
Error 40 2,2348
Total 49 25,4332

Teste de Tukey

Adj SS
2,1951
0,0004
1,0028
2,2348

Adj Ms
5,5488
0,0004
0,2507
0,0559

Response Varidvel Bactérias Acéticas

7 0,10

StDev
0,389
0,351

F
99,31
0,01
4,49

StDev Minimum

32 8,9138

0,0523 9,0531

StDev Minimum
0,303 8,164
0,0929 88,7404

StDev Minimum
0,351 7,431

15 7,9823

StDev Minimum

00 7,5798
45 7,3979

Minimum
7,143
6,663

P
0,000
0,933
0,004

Q1 Median

8,9316 9,1139
9,0550 9,1461

Q1 Median

8,173 8,567
8,7556 8,8573

Q1 Median

7,601 8,041
8,0157 8,1761

Q1 Median

7,5909 17,6201
7,4302 77,5441

01
7,152
6,705

Median
7,577
7,212



All Pairwise Comparisons among Levels de Tempo
Tempo = TO subtracted from:

Difference SE de Adjusted
Tempo de Means Difference T-Value P-Value
T1 -0,435 0,1200 -3,63 0,0062
T2 -1,051 0,1200 -8,76 0,0000
T3 -1,528 0,1200 -12,74 0,0000
T4 -1,792 0,1200 -14,94 0,0000

Tempo = Tl subtracted from:

Difference SE de Adjusted
Tempo de Means Difference T-Value P-Value
T2 -0,616 0,1200 -5,13 0,0001
T3 -1,093 0,1200 -9,11 0,0000
T4 -1, 356 0,1200 -11,31 0,0000

Tempo = T2 subtracted from:

Difference SE de Adjusted
Tempo de Means Difference T-Value P-Value
T3 -0,4770 0,1200 -3,976 0,0022
T4 -0,7406 0,1200 -6,173 0,0000

Tempo = T3 subtracted from:

Difference SE de Adjusted
Tempo de Means Difference T-Value P-Value
T4 -0,2636 0,1200 -2,197 0,1994

Analise Estatistica Descritiva para pH

Resultados para Tempo =TO

Varidvel Produto N Mean SE Mean StDev  Minimum Q1 Median Q3
pH Bebida 5 4,1900 0,00447 10,0100 4,1800 4,1800 4,1900 4,2000
Controle 5 4,2540 0,0157 10,0351 4,2200 4,2200 4,2500 4,2900

Varigvel Produto Maximum
PH Bebida 4,2000
Controle 4,2900



Resultados para Tempo =T1

Varidvel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median 03
pH Bebida 5 4,1880 0,0269 0,0602 4,1300 4,1300 4,1800 4,2500
Controle 5 4,2940 0,0157 10,0351 4,2600 4,2600 4,2900 4,3300

Variadvel Produto Maximum

PpH Bebida 4,2500
Controle 4,3300

Resultados para Tempo = T2

Variadvel Produto N Mean SE Mean StDev  Minimum Q1

PH Bebida 5 4,2400 0,000000000 0,000000000 4,2400 44,2400
Controle 5 4,2840 0,0201 0,0451 4,2400 4,2400

Variadvel Produto Median Q3 Maximum

pH Bebida 4,2400 4,2400 4,2400

Controle 4,2800 4,3300 4,3300

Resultados para Tempo = T3

Varidvel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median 03
PH Bebida 5 4,2400 0,00894 10,0200 4,2200 4,2200 4,2400 4,2600
Controle 5 4,2440 0,00678 10,0152 4,2300 4,2300 4,2400 4,2600

Variavel Produto Maximum
PH Bebida 4,2600
Controle 4,2600

Resultados para Tempo = T4

Varidvel Produto N Mean SE Mean StDev Minimum Q1 Median 03
pH Bebida 5 4,3040 0,0291 10,0650 4,2400 4,2400 4,3000 4,3700
Controle 5 44,3540 0,0112 0,0251 4,3100 4,3350 4,3600 4,3700

Variadvel Produto Maximum

PH Bebida 4,3700
Controle 4,3700

Anédlise de variéncia para o pH

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Tempo 4 0,068908 0,068908 0,017227 12,57 0,000
Produto 1 0,035912 0,035912 0,035912 26,21 0,000
Tempo*Produto 4 0,013548 0,013548 0,003387 2,47 0,060
Error 40 0,054800 0,054800 0,001370

Total 49 0,173168

S = 0,0370135 R-3Sg = 68,35% R-Sg(adj) = 61,23%

Teste de Tukey

Response Varidvel pH
All Pairwise Comparisons among Levels de Tempo
Tempo = TO subtracted from:

Difference SE de Adjusted
Tempo de Means Difference T-Value P-Value
Tl 0,01900 0,01763 1,078 0,8168
T2 0,04000 0,01763 2,269 0,1743

T3 0,02000 0,01763 1,135 0,7874



T4 0,10700 0,01763
Tempo = Tl subtracted from:
Difference SE de
Tempo de Means Difference
T2 0,021000 0,01763
T3 0,001000 0,01763
T4 0,088000 0,01763
Tempo = T2 subtracted from:
Difference SE de
Tempo de Means Difference
T3 -0,02000 0,01763
T4 0,06700 0,01763
Tempo = T3 subtracted from:
Difference SE de
Tempo de Means Difference
T4 0,08700 0,01763

Analise Estatistica Descritiva para acidez

Resultados para Tempo = TO

Variavel
acidez

Variavel
acidez

Produto N Mean
Bebida 5 11,2520
Controle 5 11,2680
Produto Maximum
Bebida 1,3000
Controle 1,3000

Resultados para Tempo = T1

Variavel
acidez

Variavel
acidez

Produto N Mean
Bebida 5 11,3240
Controle 5 11,4180
Produto Maximum
Bebida 1,3500
Controle 1,4800

Resultados para Tempo = T2

Variavel
acidez

Variavel
acidez

Produto N Mean
Bebida 5 11,3500
Controle 5 11,4320
Produto Maximum
Bebida 1,3900
Controle 1,4800

Resultados para Tempo =T3

6,071

T-Value
1,19143
0,05673
4,99265

T-Value
-1,135
3,801

T-Value
4,936

SE Mean
0,0132
0,0156

SE Mean
0,0112
0,0254

SE Mean
0,0205
0,0196

0,0000

Adjusted
P-Value
0,7562
1,0000
0,0001

Adjusted
P-Value
0,7874
0,0038

Adjusted
P-Value
0,0001

StDev
0,0295
0,0349

Minimum 01
1,2300 11,2300
1,2100 1,2400

StDev
0,0251
0,0567

Minimum 01
1,3000 11,3000
1,3700 1,3750

StDev
0,0458
0,0438

Minimum 01
1,3000 11,3000
1,4000 1,4000

Median
1,2400
1,2700

Median
1,3200
1,3800

Median
1,3800
1,4000

03
1,2800
1,2950

Q3
1,3500
1,4800

03
1,3850
1,4800
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Variavel Produto
acidez Bebida
Controle
Variadvel Produto
acidez Bebida
Controle

N Mean
5 1,3960
5 11,4780

Maximum
1,4600
1,5400

Resultados para Tempo = T4

Variadvel Produto
acidez Bebida
Controle
Variadvel Produto
acidez Bebida
Controle

N Mean
5 11,4060
5 11,4800

Maximum
1,4600
1,5400

SE Mean
0,0312
0,0254

SE Mean
0,0271
0,0245

Andises de Variancia para acidez

Source DF
Tempo 4
Produto 1

Tempo*Produto 4
Error 40
Total 49

Teste de Tukey

Seq SS
0,218192
0,060552
0,009488
0,098960
0,387192

Response Varidvel acidez
All Pairwise Comparisons among Levels

Tempo = TO
Difference
Tempo de Means
Tl 0,1110
T2 0,1310
T3 0,1770
T4 0,1830
Tempo = T1
Difference
Tempo de Means
T2 0,02000
T3 0,06600
T4 0,07200
Tempo = T2
Difference
Tempo de Means
T3 0,04600
T4 0,05200
Tempo = T3
Difference
Tempo de Means
T4 0,006000

subtracted from:

SE de
Difference
0,02220
0,02220
0,02220
0,02220

subtracted from:

SE de
Difference
0,02220
0,02220
0,02220

subtracted from:

SE de
Difference
0,02220
0,02220

subtracted from:

SE de
Difference
0,02220

Adj SS
0,218192
0,060552
0,009488
0,098960

T-Value
4,999
5,900
7,972
8,242

T-Value
0,9008
2,9727
3,2429

T-Value
2,072
2,342

T-Value
0,2702

StDev
0,0699
0,0567

StDev
0,0607
0,0548

Adj MS
0,054548
0,060552
0,002372
0,002474

de Tempo

Adjusted
P-Value
0,0001
0,0000
0,0000
0,0000

Adjusted
P-Value
0,8950
0,0365
0,0183

Adjusted
P-Value
0,2504
0,1511

Adjusted
P-Value
0,9988

Minimum

1,3200
1,4300

Minimum

1,3400
1,4400

F
22,05
24,48

0,96

Q1
1,3200
1,4350

Q1
1,3400
1,4400

P
0,000
0,000
0,441

Median
1,4400
1,4400

Median
1,4400
1,4400

03
1,4500
1,5400

Q3
1,4550
1,5400
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APEDICE B - IDENTIFICACAO DE BACTERIAS LACTICAS PELO
PROGRAMA API 50 CHL V5.1
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bioMerieux Brasil - Sao Paulo

API 50 CHL V5.1

false

yapiweb

|__I |__I |__I F| F| F| |_+| |__I |__I |__I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

|_+| |_+| |_+| F| F| F| |__I |__I |_+| |__I
|_-I |_-I |_+| F| F| F| |_+| |_+I |_+| |_+|
|_-I |_+| |_+| F| F| F| |_+| |_-I |_-I |_+|

|_-I |_-I |_-I FI FI FI |_-I |_+I |_-I |_-I

o -

REFERENCIA DATA
IIGQ5, IGQ17, 1IGQ21, IGQ26, IGQ29 e IGQ30 22-11-2006
COMENTARIO

EXCELENTE IDENTIFICACAO

Galeria API 50 CHL V5.1

perfit - B T Tt e o o ik o I I S U +--
Nota(s)

Taxons significativos % ID T Teste(s) por aproximagao

Lactococcus lactis ssp lactis 1 99.9 0.95

Taxon seguinte % ID T Teste(s) por aproximacgao

Lactobacillus brevis 1 0.1 0.61 AMD 0%
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API 50 CHL V5.1

FI F| FI FI FI F| F| FI FI F|

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

F| F| F| F| FI FI FI FI F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|

I_’— J

REFERENCIA DATA
1GQ20 22-11-2006
COMENTARIO

MUITO BOA IDENTIFICACAO

Galeria API 50 CHL V5.1

perfit .- B S S T o o ok o ST o oS S
Nota(s)

Taxons significativos % ID T Teste(s) por aproximagao

Lactococcus lactis ssp lactis 1 99.2 0.98

Taxon seguinte % ID T Teste(s) por aproximacgao

Lactococcus lactis ssp lactis 2 0.7 0.65 DXYL 1% MAN 20% SAC 20%
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API 50 CHL V5.1

F| F| FI FI FI F| F| F| F| F|

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

F| F| F| F| FI F| F| F| F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|

I_’— J

REFERENCIA DATA
1GQ13 22-11-2006
COMENTARIO

BOA IDENTIFICACAO

Galeria API 50 CHL V5.1

pPerfitl - B S e T o i o o R e Fome e
Nota(s)

Taxons significativos % ID T Teste(s) por aproximagao
Lactococcus lactis ssp lactis 1 96.8 0.98

Taxon seguinte % ID T Teste(s) por aproximacgao
Lactobacillus brevis 1 1.6 0.84 GNT 85%

API 50 CHL V5.1
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F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|
F| F| F| F| F| F| F| F| F| F|

L’— J

REFERENCIA DATA
1GQ19 22-11-2006
COMENTARIO

EXCELENTE IDENTIFICACAO

Galeria API 50 CHL V5.1

pPerfit - B e o e RS U +--
Nota(s)

Taxons significativos % ID T Teste(s) por aproximagao

Lactococcus lactis ssp lactis 1 99.9 0.81 ARB 85% GEN 81%

Taxon seguinte % ID T Teste(s) por aproximacgao

Lactococcus lactis ssp lactis 2 0.1 0.26 DXYL 1% MAN 20% ARB 91% SAC 20%

GEN 91% GNT 1%



APENDICE C - VALORES ATRIBUIDOS AO QUEFIR PELOS
PROVADORES DURANTE O TESTE DE ACEITACAO
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Valores atribuidos ao quefir no teste de aceitacao

Provador

Repeticédo 01

Repeticéo 02

Repeticéo 03

30

CONONOOONOOO NN N0 O NOOONWOWO 00WOW~ 0o

©

~NO O NO OO WO OO NOO WO OWOONNO0N0WOoo~N~N OO

(o)

O NOOOUTO N0 ONOOOONOWWOWWONNON00NO NS

©

Total

224

222

228

Média

7,46

7,4

7,6

Média geral

7,48
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