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RESUMO

Alimentos fermentados possuem varias propriedades benéficas que vao desde a presenca de
micro-organismos vivos até de substancias antimicrobianas, podendo ser utilizados como
produtos alimenticios e adicionados em outros géneros alimenticios para exercerem a fungao
de conservantes naturais. Entretanto, uma das matrizes mais utilizadas e consumidas no
processo fermentativo € o leite, que para muitas pessoas que possuem restricdes alimentares,
seja devido a patologias (intolerancias e alergias alimentares) ou por escolha, se torna um
problema. Dessa forma, a busca por fontes alternativas, movimenta pesquisas que atendam a
essas demandas. As bebidas vegetais estdo entre os alimentos em estudo que contribuem para
o desenvolvimento de novos produtos com as caracteristicas supracitadas. Por outro lado, o
Kefir ¢ uma simbiose de micro-organismos de cultivo artesanal, com varios efeitos positivos
associados ao seu consumo. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi produzir e
caracterizar extratos vegetais fermentados por Kefir e avaliar seu potencial antimicrobiano.
Os extratos vegetais de arroz branco, arroz integral, castanha de caju, castanha do Paré e coco
foram elaborados e caracterizados quanto a composi¢do proximal (umidade proteina, lipidios,
cinzas e carboidratos), parametros fisico-quimicos (pH, sélidos soltveis totais, umidade e cor)
e microbiologicos (Salmonella sp., coliformes termotolerantes, aerdbios mesoéfilos e bolores e
leveduras). Os extratos foram fermentados com Kefir e submetidos a determinacdo da
composi¢dao proximal, contagem de células viaveis, atividade antimicrobiana (Escherichia
coli e Staphylococcus aureus), como também pH, solidos soltveis totais, umidade e cor. As
composicdes dos extratos vegetais pasteurizados apresentaram diferentes valores energéticos,
correspondente as suas matérias-primas. Os pardmetros fisico-quimicos variaram e nao
tiveram boa correlacdo através da andlise de regressao linear, provavelmente, em funcao da
falta de homogeneidade dos produtos. Todos os extratos pasteurizados estavam aptos ao
consumo, conforme legislagdo vigente. J& os extratos vegetais fermentados por Kefir
apresentaram valores caloricos distintos em comparagdo aos ndo fermentados, devido a
presenca dos micro-organismos e sua adaptagdo ao meio. Através desta andlise e dos
parametros fisico-quimicos investigados, foi possivel verificar comportamentos diferenciados
em relacdo ao processo fermentativo, revelando a influéncia das matérias-primas no

desenvolvimento microbiano. O pH atingiu valores que variaram entre 5,28 =+ 0,09 (extrato
de coco) até 6,44 £ 0,08 (extrato de castanha do Pard) apos 24 horas de fermentagdo,

revelando que o tempo de fermentagdo em extratos vegetais ¢ diferente daquele do leite. Para



os solidos soluveis e umidade, os valores e comportamento destes pardmetros foram similares
aos dos extratos pasteurizados, ndo sendo possivel inferir sobre a presenca do Kefir no meio.
Ja para as coordenadas de cromaticidade, a mudanca mais expressiva foi na coordenada L*
que variavam de 44,63 = 1,98 a 66,98 £ 3,44, para 71,05 = 4,00 a 82,05 £ 2,43, em
24 horas, com aumento de luminosidade pds fermentagdo. A contagem elevada dos micro-
organismos utilizados como requisito microbioldgico do Kefir mostrou que ele ¢ capaz de se
adaptar a diferentes substratos, ampliando suas possibilidades de uso. Nesta contagem, apds
24 horas de fermentagio, as bactérias acido laticas chegaram a 5,25 x 102 UFC/mL no extrato
de arroz integral, para leveduras, o maior valor obtido foi nos extratos de arroz integral e
castanha do Para (2,53 x 10% UFC/mL), enquanto para os aerdbios meséfilos a maior
quantidade encontrada foi no extrato de castanha do Para, 4,44 x 103 UFC/mL. Em relagio a
atividade antimicrobiana apenas os extratos vegetais fermentados de arroz integral e castanha
do Pard apresentaram ag@o contra os micro-organismos testados, ratificando sua possibilidade
ndo s6 como produto, mas também como um conservante natural para varios tipos de

alimentos.

Palavras-chave: propriedades funcionais; fermentagao; substitutos lacteos; atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Fermented foods have several beneficial properties ranging from the presence of live
microorganisms to antimicrobial substances, and can be used as food products and added to
other foodstuffs to act as natural preservatives. However, one of the most used and consumed
matrices in the fermentation process is milk, which for many people who have food
restrictions, whether due to pathologies (food intolerances and allergies) or by choice,
becomes a problem. Thus, the search for alternative sources drives research that meets these
demands. Vegetable drinks are among the foods under study that contribute to the
development of new products with the aforementioned characteristics. On the other hand,
kefir is a symbiosis of micro-organisms from artisanal cultivation, with several positive
effects associated with its consumption. In this context, the objective of this work was to
characterize vegetable extracts fermented by kefir and their potential antimicrobial activity.
The vegetable extracts of white rice, brown rice, cashew nuts, Brazil nuts, and coconut were
prepared and characterized as to the proximate composition (protein, lipid, ash, and
carbohydrate moisture), physicochemical (pH, total soluble solids, moisture, and color) and
microbiological parameters (Salmonella sp., thermotolerant coliforms, mesophilic aerobics
and molds, and yeasts). The extracts were fermented with kefir and subjected to determination
of proximate composition, viable cell count, antimicrobial activity (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus), as well as pH, total soluble solids, moisture, and color. The
compositions of pasteurized vegetable extracts showed different energy values, corresponding
to their raw materials. The physicochemical parameters varied and did not have a good
correlation through linear regression analysis, probably due to the lack of homogeneity of the
products. All pasteurized extracts were suitable for consumption in accordance with current
legislation. Vegetable extracts fermented by kefir, on the other hand, showed different caloric
values compared to non-fermented ones due to the presence of microorganisms and their
adaptation to the environment. Through the results of microbiological and physicochemical
analyzes it was possible to verify different behaviors in relation to the fermentation process,
revealing the influence of raw materials on microbial development The pH reached values
ranging from 6.44 =+ 0.08 (Brazil nut extract) to 5.28 = 0.09 (coconut extract) after 24
hours of fermentation, revealing that the fermentation time in vegetable extracts is different
from that of milk. For soluble solids and moisture, the values and behavior of these
parameters were similar to those of pasteurized extracts, and it is not possible to infer on the

role of kefir in the medium. Regarding color, the most expressive change was in the L*



coordinate, whose values ranged from 44.63 &= 1.98 to 66.98 + 3.44,t0 71.05 £ 4.00 to
82.05 £ 2.43 in 24 hours, with increased luminosity after fermentation. The high count of

microorganisms used as a microbiological requirement for kefir showed that it is capable of
adapting to different substrates, expanding its use possibilities. In this count, after 24 hours of
fermentation, lactic acid bacteria reached 5.25 x 108 CFU/mL in brown rice extract, for yeasts,
the highest value obtained in brown rice and Brazil nut extracts was 2.53 x10% CFU/mL,
while for mesophilic aerobics, the largest amount found was in Brazil nut extract with 4.44 x
108 CFU/ml. Regarding the antimicrobial activity, only vegetable extracts fermented from
brown rice and Brazil nuts showed action against the tested microorganisms, confirming its

possibility not only as a product but also as a natural preservative for various types of food.

Keywords: functional properties; fermentation; dairy replacer; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A longevidade, associada a preven¢ao de doengas e a busca continua pelo bem-
estar, tem estimulado tanto os pesquisadores quanto a industria de alimentos a aumentar a
diversidade de produtos com propriedades benéficas. Assim, os alimentos fermentados podem
contribuir nesse cendrio, pois além de possuirem importante valor nutricional, também servem
como fonte para micro-organismos vivos chegarem ao intestino introduzindo compostos
bioativos e biodisponiveis (MARCO et al., 2017). Além disso, no processo fermentativo,
muitas vezes sdo produzidos substancias antimicrobianas e metabdlitos como acidos, que
diminuem o pH do meio, responsaveis pela conservacdo e caracteristicas sensoriais do
fermentado (LAVEFVE et al., 2019; VOIDAROU et al., 2020). Dessa forma, todos fatores
citados revelam ndo s6 a importincia do consumo deste tipo de alimento, quanto a

possibilidade do uso de suas fun¢des como conservante natural em demais produtos.

Dentre os alimentos fermentados, os derivados lacteos, como os iogurtes e leites
fermentados, sdo as principais matrizes carreadoras desses micro-organismos, porém alergias
e intolerancias alimentares sdo cada vez mais frequentes na populacdo, e o leite ¢ um dos
principais alimentos relacionados a essas possiveis intercorréncias (SCHIFFNER et al., 2016).
A intolerancia a lactose ¢ comumente confundida com a alergia as proteinas componentes do
leite, entretanto a intolerancia trata-se de uma sindrome na qual as principais reagdes sao de
nivel gastrointestinal, como diarreia, flatuléncia, dor e distensdo abdominal. J4 a alergia ¢
caracterizada por causar reagdes em nivel de sistema imunoldgico, como dermatites, sangue e
muco nas fezes, dentre outras (MAHAN et al., 2012; RANGEL et al., 2016). De outra forma,
individuos podem decidir por uma dieta restritiva, excluindo a ingestao de leites e derivados
lacteos, como também existe parte consideravel da populacao atual que pode ndo consumir

nenhum tipo de alimento de origem animal, os vegetarianos (FIORDA et al., 2017).

Assim, bebidas vegetais fermentadas, como soja, quinoa, amendoim, gergelim,
feijdo branco e améndoas, estdo sendo utilizadas como alternativa aos leites e derivados,
visando a inclusdo de probioticos e suas propriedades na dieta (PRETTI, 2010; BICUDO et al,
2012; ABATH, 2013; MARSH et al., 2014, FIORAVANTE, 2015; COSTA, 2017).

O Kefir ¢ formado por uma mistura de micro-organismos, predominantemente de
bactérias acido-laticas e leveduras, que atuam em simbiose e, ha muito tempo, ¢ usado pela
sociedade de forma artesanal e pratica, sem custo para sua obten¢do. Sua producdo pode

ocorrer tradicionalmente com substrato de origem animal (leite de diferentes espécies animais)
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e de origem vegetal (acicar mascavo, leite de arroz, soja). Estudos realizados usando o Kefir
proveniente de diferentes locais determinam que ele seja um alimento rico em acido lactico,
acético e gliconico, alcool etilico, gas carbonico, vitamina B12 e polissacarideos. E fonte de
calcio e de proteinas de alto valor biologico e alta digestibilidade em fungdo da fermentagdo

(WESCHENFELDER et al., 2011; SANTOS, 2013; PALEZI et al., 2015).

Associado ao seu valor nutricional, o Kefir apresenta inumeros beneficios que vao
desde sua propriedade probiotica (com contagens microbianas necessarias), efeito antitumoral
em animais, propriedades antimicrobianas, reducdo do colesterol, tratamento de doengas
gastrointestinais e doengas cardiovasculares, hipertensdo, alergias (RATTRAY; O" CONNELL,
2011; SANTOS, 2013; DIAS et al., 2016; GAMBA et al., 2016; REIS et al., 2019).

Dessa forma, a elaboragdo de diferentes extratos vegetais fermentados por Kefir
pode contribuir para estratégias com matrizes alimentares alternativas aos produtos lacteos,
aliando produtos que atendam individuos com problemas relacionados a ingestdo do leite,
sejam patologias ou escolhas alimentares, aos beneficios associados a presenca de micro-
organismos vivos. Assim como, avaliar o potencial em desempenhar atividade antimicrobiana,

a fim de contribuir de outras formas, como por exemplo como conservante natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar extratos vegetais fermentados por Kefir e avaliar o

potencial antimicrobiano in vitro.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a composi¢ao proximal (umidade, proteina, gordura, cinzas e carboidratos) e as
caracteristicas fisico-quimicas (pH, cor, teor de umidade e sdlidos soluveis totais) dos extratos
vegetais de arroz branco, arroz integral, castanha de caju, castanha do Para e coco;

- Determinar a qualidade microbioldgica dos extratos vegetais hidrossoluveis;

- Caracterizar os fermentados do Kefir a base dos extratos vegetais quanto a sua composicao
proximal e caracteristicas fisico-quimicas (pH, cor, teor de umidade e solidos soluveis)
durante 20 dias de estocagem;

- Quantificar os micro-organismos presentes nos diferentes extratos vegetais apos processo
fermentativo;

- Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais fermentados por Kefir contra

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alimentos fermentados

A fermentagdo ¢ uma das técnicas mais antigas utilizadas para conservacao dos
alimentos no mundo (NEVIN et al., 2019). Essa pratica consiste em modificar matérias-
primas como frutas, cereais, vegetais ou carnes, mediante a a¢do de diversos micro-
organismos que, através de reagdes metabodlicas, produzem acidos organicos (acético, latico,
butirico e propionico), didxido de carbono e dlcool e metabdlitos antimicrobianos. Essas
reacdes geram modificacdes nos alimentos, principalmente relacionadas as suas
caracteristicas sensoriais, com componentes que sdo, também, responsaveis por uma
conservagao mais prolongada (TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016; LAVEFVE et
al., 2019, VOIDAROU et al., 2020; MARCO et al., 2021).

Como resultado da infinidade de combina¢des de micro-organismos, existem
diversos tipos de alimentos e bebidas fermentados. Entretanto, apesar de inicialmente o
processo fermentativo ter como principal objetivo aumentar a vida 1til de alguns produtos,
atualmente eles t€ém se tornado mais popular devido aos seus beneficios a satde. Durante a
fermentagdo acontece melhora do valor nutricional, como por exemplo o favorecimento da
digestibilidade proteica e o aumento da producdo ou biodisponibilidade de vitaminas. Além
disso, os alimentos fermentados com micro-organismos viaveis, quando consumidos
regularmente, podem modular a microbiota intestinal (GILLE et al., 2018; DIMID et al., 2019,
VOIDAROU et al., 2020).

A producado e veiculagao de micro-organismos em alimentos requer uma série de
etapas e cuidados a nivel industrial, que podem impactar na decisdo do consumidor, pois na
sua grande maioria, os produtos fermentados sdo derivados lacteos. Assim, formas artesanais
de obtencdo desses micro-organismos com matérias-primas distintas para o processo
fermentativo, tem sido alvo da busca por pessoas por varios motivos como dietas restritivas, €
alternativas para ingestdo de alimentos fermentados, seja por alguma patologia ou escolha
(GENTRY, 2015; ESPITIA et al., 2016). Nessa perspectiva, alguns produtos fermentados
artesanais estdo em alta por proporcionarem beneficios ja conhecidos pela ingestdo de micro-
organismos, como exemplo principais sdo: Kefir (bebida lactea fermentada), Kefir de agua
(dgua agucarada fermentada) e a Kombucha (cha agucarado fermentado) (BOURRIE;
WILLING; COTTER, 2016; ATALAR, 2019; REIS et al., 2019).
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3.2 Kefir

O Kefir ¢ o derivado lacteo fermentado mais antigo, com producdo e cultura
especifica, de facil preparo e economicamente acessivel (TAMIME, 2006; SANTOS;
BASSOS, 2013). Possui sabor acido, ¢ viscoso, levemente carbonatado ¢ com baixa
concentragdo de etanol, devido aos micro-organismos, bactérias e fungos, que estdo presentes
em simbiose nos graos que lhe dao origem. Devido a essa associacdo dos graos, ¢ dificil
cultiva-los com manutencao do perfil microbiano constante em qualidade e quantidade, pois
varios serdo os fatores que poderdo influenciar nessa interagdo, como tempo de fermentacao,
temperatura, condicdo de cultivo, entre outros. Além disso, quando isolados, os micro-
organismos diminuem sua atividade biolégica ou ndo conseguem se desenvolver. E
consumido de maneira tradicional na Europa Oriental, Russia e sudoeste asiatico (LOPITZ-
OTSOA et al., 2006; MONTANUCI, 2010, LEITE et al., 2013a).

O Kefir ¢ um produto originado de uma fermentacdao dupla: latica e alcodlica.
Inicialmente, ocorre a fermentacao latica a temperatura ambiente, com uma protedlise do leite,
onde as proteinas sdo quebradas em peptideos menores, levando ao acimulo de aminodacidos.
Esse processo faz com que a bebida seja de mais facil digestdo. Apds essa fermentacgdo inicial,
ocorre a maturagdo onde ao mesmo tempo em que o alcool e o CO; sdo produzidos, acontece
o acumulo de vitaminas do complexo B caracteristicos do metabolismo das leveduras
presentes no processo (LEITE et al., 2013a; SANTOS; BASSOS, 2013). Ao final do processo,
o Kefir apresentara acido latico, acido acético, acido gluconico, etanol, vitamina Bz, gas
carbonico e exopolissacarideos, que sdo responsaveis por suas caracteristicas sensoriais
especificas (WESCHENFELDER et al., 2011; LEITE et al., 2012; LEITE et al., 2013b). Os

requisitos basicos para os aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos estao no Quadro 1.
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Quadro 1 — Aspectos fisico-quimicos e microbiologicos do Kefir.

Acidez (g de ac. Latico/100g) <1,0
Etanol (%v/m) 0,5al,5
Creme Minimo 6,0
Fisico-quimico Integral »0asy
Matéria gorda lactea (g/100g) Parcialmente 0,629
desnatado
Desnatado Maximo 0,5
Proteinas lacteas (g/100g) Minimo 2,9
Contagem de BAL totais (UFC/g) | Minimo 10’
Microbiolégico Contagem de leveduras especificas | Minimo 10*
(UFC/g)

Fonte: Brasil (2007).

Historicamente, o Kefir surgiu em Céucaso a partir de uma fermenta¢ao natural,
produto da estocagem do leite em bolsas feitas com pele de animais. Essa mistura era agitada
de tempos em tempos até a sua coagulacdo. Apos o consumo do leite fermentado
acrescentava-se mais leite para ocorrer o processo novamente. Assim, permanecia na bolsa o
residuo remanescente e esse processo repetitivo deixava um aglomerado de micro-organismos
vivos com aparéncia de couve-flor, o grdo, composto por proteinas e polissacarideos que se
adaptavam ao meio e se propagavam (REA et al., 1996; LIU; MOON, 2002;
WESCHENFELDER, 2016).

A variabilidade da constituicdo microbioldgica dependendo das caracteristicas da
matéria-prima em que o Kefir esteja em contato, gera dificuldades de padronizagdo de
produtos para que sejam comercializados, por esse motivo no Brasil o consumo e cultivo ¢
predominantemente artesanal (LEITE et al., 2013a; LEITE et al., 2013b;
WESCHENFELDER, 2016). Entretanto, ¢ considerado biologicamente seguro, devido a
produgdo dos compostos acidos, diminuindo o pH e atuando como um conservante natural, e
bacteriocinas, que inibem a proliferacio de micro-organismos patogénicos no meio
(WESCHENFELDER et al., 2011; LEITE et al., 2013b; BOURRIE; WILLING; COTTER,
2016).
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3.2.1 Caracteristicas do Kefir

Os graos de Kefir (Figura 1) sdo amarelos ou esbranquigados com formas
irregulares e superficie multilobular, variando de 0,3 a 3 cm de didmetro, semelhante a
pequenas couves-flores (WESCHENFELDER, 2009; LEITE et al., 2013b) e se multiplicam
conforme vao sendo cultivados, podendo ter tanto associagdes microbianas diferentes,
dependendo do local que tenham surgido, como gerando propriedades sensoriais distintas
(MIGUEL et al., 2010). A estrutura dos graos de Kefir ¢ composta por uma matriz de
polissacarideo chamado Kefiran ou Kefirano, que ¢ uma solucdo aquosa contendo
quantidades iguais de D-glucose e D-galactose, que atua como uma matriz sustentadora entre

diversos componentes do grio (MAGALHAES, 2010; LEITE et al., 2013b).

Figura 1 — Graos de Kefir

Fonte: Propria.

Eles podem atuar em diversas matérias-primas, como leite de vaca, cabra, ovelha
e bufala, acicar mascavo, sucos de frutas, extrato de soja, entre outras. A producgdo da bebida
ocorre diretamente pela adicdo dos graos no substrato de preferéncia, mas, em geral, o sabor e
o aroma do Kefir sdo resultados da atividade metabolica simbiodtica dos micro-organismos que
os compdem (LEITE et al., 2012).

Essa falta de uniformizagdo tem como possibilidade mais de uma cultura starter,
ainda que ocorram semelhangas nos estudos sobre os micro-organismos que compdem o0s
graos (FARNWORTH, 2005; SATIR; GUZEL-SEYDIM, 2016; DERTLI; CON, 2017). Em
geral os micro-organismos que estdo presentes sdo bactérias acido lacticas (Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, e Streptococcus spp.), bactérias acido acéticas (Acetobacter) e
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leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida e Torula), misturadas a caseina e
acucares (PUERARI; MAGALHAES; SCHWAN, 2012). Assim, através desses micro-
organismos, os principais produtos formados pela fermentacao do Kefir sao o 4cido latico, o
alcool e o CO», cujas quantidades podem variar conforme as matérias-primas, a microbiota, a
idade dos grios e a tecnologia utilizada no processamento (OTLES; CAGINDI, 2003;
CARNEIRO, 2010).

Em um estudo usando 10 diferentes culturas de graos de Kefir e 4 leites de
diferentes espécies, foi observado que a concentragdo de vitaminas soluveis aumentou para
mais de 20% em tiamina (Kefir de leite de ovelha), piridoxina (exceto em leite de vaca) e
acido folico (em 3 das 4 espécies) (KNEIFEL; MAYER, 1991). Em um outro estudo com soro
de leite, verificou-se que o teor de proteinas aumentou apods a fermentacao utilizando graos de
Kefir (FILCHAKOVA; KOROLEVA, 1997). O estudo mostrou que a presenca de
determinados micro-organismos, Propionibacterium peterssoni € Propionibacterium
pituitosuu, diminuiu o teor de vitamina B12, enquanto que a espécie Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii ndo s6 reduziu o teor dessa mesma vitamina como também do
acido folico. Entretanto, aumentou a quantidade de &cido pantoténico e vitamina B6,
ressaltando como a microbiota pode influenciar na composi¢ao nutricional (SARKAR, 2007).

Portanto, esse crescimento dependerd de muitos fatores, além dos grdos se
desenvolverem mais rapidamente quando ndo sdo lavados; quando ndo sdo pressionados na
peneira e quando o frasco de fermentacdo ¢ agitado periodicamente durante o processo, da
mesma forma que em relatos histéricos de como era feito nos primordios. J4 em operagdes
comerciais ¢ recomendado que os graos de Kefir sejam mantidos viaveis por propagagdes
diarias, devendo ser substituidos caso os micro-organismos ndao promovam mais a

fermentagao do leite (FARNWORTH, 2005).

3.2.2 Propriedades do Kefir

O Kefir contém minerais, vitaminas ¢ aminoacidos essenciais que auxiliam no
tratamento e manutengio das fungdes do corpo (CARNEIRO, 2010). E fonte de aminoécidos
essenciais, como triptofano, precursor do neurotransmissor serotonina, boa fonte de fosforo,
segundo mineral mais abundante no corpo, que auxilia na utilizacdo de carboidratos, lipideos
e proteinas para o crescimento celular, manutencao e energia (OTLES; CAGINDI, 2003).
Além disso, sao considerados bioativos pela presenga dos micro-organismos que estdao

presentes no fermentado, pelos metabolitos produzidos por eles durante o processo de
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fermentacdo (como as bacteriocinas), ou pela quebra de produtos da matriz alimentar
(peptideos). Todos estes compostos podem ser responsaveis por efeitos benéficos e podem
agir independentemente, ou em conjunto, para produzir tais efeitos ao longo do consumo de
Kefir (FARNWORTH, 2005).

Durante a producdo tradicional do Kefir, mesmo ndo havendo assepsia na
manipulacdo dos grdos nenhuma contaminagdo significativa ¢ relatada. Isso ocorre devido a
elevada concentracdo de acidos e pela presenca de substancias antimicrobianas, como as
bacteriocinas. Assim, a auséncia de patdégenos nos graos ao longo de todos esses anos do
Kefir pode ser justificada (GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2010; LIMA, 2011;
LEITE et al., 2013b). Essas caracteristicas auxiliam no processo de conservagdo dos
alimentos fermentados pelo Kefir. Além disso, estes compostos liberados e acumulados nao s6
afetam o potencial nutricional, mas também o valor biologico do leite fermentado (SIMOVA
et al. 2006).

Diversos estudos tém relatado a atividade terapéutica do Kefir relacionada a sua
propria constitui¢do, como a reducdo dos efeitos de intolerancia a lactose (HERTZLER;
CLANCY, 2003; FERNANDES, 2013), a imunomodulacdo (VINDEROLA et al., 2006;
HONG et al., 2009), a protecdo contra micro-organismos patogénicos (SANTOS et al., 2003;
SILVA et al., 2009; CHIFIRIUC; CIOACA; LAZAR, 2011) e o balango da microbiota
intestinal (URDANETA et al., 2007). Estudos também tém demonstrado sua agdo
anticarcinogénica (LIU; MOON, 2002), especificamente no carcinoma colorretal e no retardo
do desenvolvimento do cancro da mama (PAWLOS et al., 2016), agao angiogénica, regulando
a pressdo arterial, e antiinflamatoria (QUIROS et al., 2005; PRADO et al., 2016), atividades
cicatrizantes (HUSEINI ez al., 2012) e regeneracdo hepatica (SCHMIDT; VASS, SZAKALY,
1984).

3.3 Extratos vegetais

Uma das problematicas nutricionais mais crescentes nos ultimos anos esta
relacionada as alergias alimentares, que afetam adultos e criangas. A prevaléncia mundial
aumentou nas ultimas décadas e acometem cerca de 10% da populagdo mundial. No Brasil os
dados sdo escassos e limitados a determinados grupos, gerando dificuldade de uma avaliagao
mais real (SENNA et al. 2018). Aproximadamente 170 alimentos ja foram considerados
alergénicos, no entanto, cerca de 90% dos casos de alergia de origem alimentar sdo

ocasionados por apenas oito tipos de alimentos, tendo como destaque o leite de vaca. Pessoas
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portadoras de alergias relacionadas as proteinas desse produto, conhecida como alergia a
proteina do leite de vaca (APLV), sdo os principais casos ¢ cada vez mais recorrentes
(SOLORZANQO; SILVA, 2011; GENTRY, 2015).

Além da alergia, ainda sobre o leite de vaca, tem-se a intolerancia a lactose,
definida pela incapacidade de digerir a lactose devido a deficiéncia ou auséncia da enzima
intestinal chamada de lactase (LONGO; WASZCZYNSKYJ, 2009; SOLORZANO; SILVA,
2011; OLIVEIRA, 2013). Entre 10 brasileiros, 7 apresentam intolerancia a lactose e cerca de
60% dessa populagdo ainda desconhece a doenca, dificultando identificagdo de tal patologia e
conduta adequada (MATTAR; MAZZO, 2010; ABATH, 2013).

Assim, a industria alimenticia vem desenvolvendo substitutos do leite de vaca
para atender nao s6 a demanda do publico que tenha a necessidade da substitui¢ao devido as
patologias associadas ao seu consumo, como para aqueles que optem pela exclusdao desse
alimento da sua dieta. Essa escolha geralmente se da pelos baixos ou nenhum teor de gordura
e colesterol presentes em extratos vegetais, por serem naturalmente livres de lactose e por
possuirem um conteudo protéico, vitaminico € mineral similar ao do leite (GROETCH et al.,
2010). Estima-se que mais de mil novos produtos a base de vegetais foram langados somente
no ano de 2013, e que em 2018 o mercado mundial de bebidas ou extratos a base de vegetais
crescera mais de 15% ao ano (COSTA et al., 2016).

As matérias-primas mais utilizadas para a elaboracdo de bebidas vegetais sdo:
arroz, aveia, milho, quinoa, améndoas, castanha, coco, entre outras (CARVALHO et al., 2011;
WONG, 2013). Elas apresentam relevancia comercial nutricional, além de oferecer aos
produtores a possibilidade do custo relativamente baixo, devido ao beneficiamento dos graos
e oleaginosas integros gerarem perdas com partes quebradas que possuem o mesmo valor
nutricional e funcional. Estas partes, que ndo se adequariam ao uso habitual do processo,
podem ser utilizadas de forma alternativa, para a elaboracao das bebidas, agregando valor ao
residuo, permitindo o aproveitamento integral dos produtos (BOENO, 2014). A composi¢do
centesimal desses extratos sera determinante para qualquer que seja o uso. O Quadro 2
apresenta a composi¢ao de alguns extratos ja analisados na literatura, sendo possivel observar

conteudos variados dos macro e micronutrientes, dependendo da matéria-prima utilizada.
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Quadro 2 — Composicao centesimal de extratos vegetais.

Parametros Soja Arroz | Quirera | Amendoim | Castanha | Castanha | Gréao
(g/100g) integral | de arroz de caju | de Baru | de bico
Umidade 92,98 94,89 95,11 - 87,11 80,97 92,40

Cinzas 0,84 0,64 0,58 0,26 0,32 1,03 0,60
Proteinas 2,51 0,84 0,73 4,22 2,28 2,82 2,98
Lipideos 1,05 0,59 0,41 7,84 4,10 4,86 -

Carboidratos | 2,62 3,05 3,17 2,24 6,45 10,53 4,83

Fonte: Costa; Santos (2020).

Além disso, a forma de elaboracdo dos extratos ird variar conforme a matéria-
prima a ser utilizada. Alguns requerem poucas operagdes unitarias para o seu processamento,
como para as castanhas, outras, como o coco, necessitam da trituracdo da polpa com agua,
seguido da prensagem separando a parte liquida, da parte sélida. Ja o de soja, por sua vez,
requer algumas etapas a mais, como hidratagdo dos graos, cozimento, homogeneizagdo com

agua, filtragdo e tratamento térmico (MORALIS et al., 2010; SOARES JUNIOR et al., 2010).

3.3.1 Extrato hidrossoluvel de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos cereais mais antigos, consumido em todo o
mundo, considerado um dos alimentos mais relevantes para a populacdo mundial, com uma
producao em 2014 de 475.500 toneladas (COSTA et al., 2016). Essa relevancia esta associada
ao fato do arroz ser base das refei¢cdes de grande parte da sociedade e pela facilidade de
cultivo, sendo realizada em diversos paises. No Brasil sua producdo acontece na maioria dos
estados, mas principalmente nas regides que estdo entre o Centro-Oeste e o Sul, estando entre
os 10 maiores produtores do mundo (SOARES et al., 2010; CARVALHO et al., 2011; RIOS
etal., 2015).

Esse grao ¢ constituido por, aproximadamente, 90% de amido e em torno de 7%
de proteina, apresenta baixos teores de lipidios, sais minerais (fosforo, ferro e célcio) e
vitaminas do complexo B. Sua proteina ¢ considerada de alta qualidade por conter oito
aminoacidos essenciais ao homem e apresenta boa digestibilidade. Devido a isengao de gluten,
o arroz ¢ pouco alergénico e pode ser consumido sem apresentar problemas, sendo mais
comercializado na forma in natura. Entretanto, pode ser utilizado em produtos processados

destinados para pessoas portadoras de doenga celiaca, dentre os quais estdo farinha de arroz,
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creme de arroz, arrozina, arroz integral em po e seus derivados e a bebida de arroz. Além do
uso em formulacdes de alimentos infantis e em outros alimentos como fonte de amido
(BASSINELLO; CASTRO, 2004; SOARES et al., 2010).

Os extratos a base de arroz podem ser uma alternativa vantajosa por terem um
custo relativamente baixo para a producdo e para pessoas que apresentem alguma patologia
relacionada ao leite de vaca, uma vez que se assemelha a este em relagdo a cor, consisténcia e
por apresentar sabor suave devido a sua composi¢do, favorecendo o consumo pelas suas
propriedades sensoriais (SOARES et al., 2010; COSTA et al., 2016).

Embora escassos, alguns estudos tém demonstrado que os extratos de arroz podem
ser utilizados em substituicdo ao leite, para que seja possivel atender a busca de pessoas que
apresentem alguma restrigdo alimentar, ou para aquelas que estejam em busca de alimentos
saudaveis ricos em nutrientes (SOARES et al., 2010; CARVALHO et al., 2011; BENTO;
SCAPIM; AMBROSIO-UGRI, 2012).

Carvalho et al (2011) avaliando as caracteristicas fisico-quimicas de extratos de
arroz integral, quirera de arroz e soja, observaram que apesar do valor nutricional dos extratos
provenientes de arroz ser menor que os obtidos com a soja, exceto para carboidratos, foram
considerados alternativas vidveis em relagcdo a substitui¢do do leite ou mesmo da soja, pois
ambos tém potencial alergénico.

Um estudo com extratos de arroz branco, integral e soja saborizados com polpa de
maracuja, verificou que apesar da diferenca em relacdo ao valor nutricional, a bebida obtida
com extrato de arroz integral foi a que obteve notas mais altas em todos os atributos avaliados,
destacando a sua preferéncia em relagdo ao atributo sabor. Além disso, também apresentou a
maior média em relacdo a intencdo de compra (SOARES et al., 2010).

Ja& em outro trabalho, para melhorar o valor nutricional atribuido ao extrato de arroz,
principalmente em relagdo ao perfil protéico, foram elaboradas 3 formulagdes utilizando
quinoa. A bebida elaborada foi saborizada com cacau e adicionada de alfarroba para auxiliar
no produto como espessante. Através de escala hedonica ancorada em 9 pontos, todos os
atributos analisados: aparéncia, aroma, textura e sabor nao obtiveram diferenga estatistica
(p<0,05) entre as formulacdes. Entretanto, as notas para os mesmos ndo foram acima de 7,0,
indicando na escala que estavam abaixo do gostei moderadamente. Assim, os autores
chegaram a conclusdo que o produto pode ser utilizado como alternativa para os
consumidores de maneira geral, porém, precisaria ser aperfeicoado para uma melhor aceitagao

(BENTO; SCAPIM; AMBROSIO-UGRI, 2012).
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3.3.2 Extrato hidrossoluvel de améndoas

As améndoas de castanha de caju sdo alimentos reconhecidos pelo seu sabor
caracteristico e pelas qualidades nutricionais relevantes. Em geral apresentam elevados teores
de lipidios, onde predominam os acidos graxos insaturados, uma por¢do considerada de
proteina com alto valor bioldgico (como a metionina, por exemplo) e alguns minerais
peculiares a elas em qualidade e quantidade (MACHADO, 2017).

As castanhas podem ser consumidas de véarias formas, ou seja, in natura,
desidratada, salgada, tostada, cobertas com vérios tipos de coberturas. Também podem ser
utilizadas em produtos como granolas, sorvetes, chocolates, bolos, doces e biscoitos € como
farinha (FERBERG et al., 2002). Entretanto, nesses processos, podem ser geradas perdas
significativas em funcao do nivel de exigéncia dos importadores. A qualidade em relagao aos
parametros como: integridade, tamanho, cor e sabor sdo atribuidos pelos mesmos, gerando
desperdicio de matéria-prima que podem ser utilizados para a elaboracdo de extratos vegetais
(MORALIS et al., 2010).

Os extratos de castanha ja sdo estudados ha algum tempo, mas ainda de forma
discreta. Ferberg et al. (2002) avaliaram as condi¢des da extracdo e qualidade do extrato da
castanha do Brasil, assim como a dogura adequada do produto, para que houvesse uma melhor
aceitacdo por parte dos consumidores. Utilizando essa mesma castanha, Cardarelli e Oliveira
(2000) avaliaram formas de conservacao desse extrato, onde o0 mesmo se mostrou estavel com
o processo de pasteurizacdo seguido pela refrigeracdo por 30 dias. Entretanto, quando
adicionado conservante, o produto se manteve dentro dos mesmos parametros por 180 dias. J&
Morais (2015), para melhorar a aceitacdo dos extratos de castanha utilizou alfarroba em
substitui¢cdo ao cacau (2 g/100 mL), verificando ao final uma boa aceitagdo do produto
elaborado.

Considerando o alto valor nutricional da castanha de caju e sua grande
disponibilidade no nordeste do Brasil, um estudo foi realizado para verificar as melhores
condigdes de obtengdo do extrato a partir dessa matéria-prima, que avaliou a aceitabilidade
com os consumidores que se deu de forma satisfatéria em todos os atributos avaliados
(MORALIS, 2009). No ano seguinte, Morais et al. (2010) avaliaram a mesma bebida
adicionada de suco concentrado de manga, demonstrando novas possibilidades de uso desses

produtos, com resultados satisfatorios para aceitabilidade.
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3.3.3 Extrato hidrossoluvel de coco

Alternativas de bebidas vegetais sdo as sintetizadas a base de leite de coco. Seu
cultivo comegou com a chegada dos portugueses no Brasil e sua produgdo concentrava-se no
estado da Bahia. Posteriormente, difundiu-se pelo litoral nordestino, onde encontrou
condi¢des de um clima tropical favoravel para o seu cultivo, logo depois se adaptou para as
demais regides do pais. O coco ¢ rico em aminodcidos essenciais e livre de colesterol
(CARVALHO; COELHO, 2009; MARTINS; JESUS, 2011). Além disso, possui duas
moléculas de cisteina, que representa um potente poder antioxidante e antitoxico, no qual
participa como cofator de varias enzimas, protegendo o corpo contra metais pesados
(CARVALHO; COELHO, 2009).

Apesar do extrato de coco ser um dos produtos mais antigos comercializados, ndo
ha muitos estudos que envolvam a pesquisa sobre essa bebida. Os estudos que os utilizam nao
preparam o extrato, usam os comerciais € tentam fazer alguma adaptagdo, como o leite

condensado elaborado a partir do extrato de coco (ONE, 2017).

3.4 Bebidas vegetais fermentadas por Kefir

Algumas bebidas vegetais ja foram testadas com fermentagdes a partir de cepas de
micro-organismos especificas ja utilizadas na obtengdo de produtos alimenticios (ISANGA;
ZHANG, 2009; CARVALHO et al., 2011; RINALDONI et al, 2012; KIZZIE-HAYFORD et
al., 2016; ZANNINI et al., 2018). A partir dessa idéia o Kefir passou a ser uma possibilidade
de micro-organismos fermentadores desses extratos e alguns trabalhos estdo sendo
desenvolvidos na tentativa de viabilizar e confirmar essa via de fermentacdo, assim como
caracterizar esses novos produtos. Entretanto, utilizando o Kefir, principalmente de leite,
como fermentador, os trabalhos ainda sdo escassos.

Nos estudos as bebidas vegetais fermentadas por Kefir apresentam caracteristicas
sensoriais e nutricionais variaveis e dependentes da composi¢ao nutricional de cada substrato,
pois como o Kefir ¢ uma associagao simbidtica de bactérias e leveduras o produto final sera
resultado da atividade metabdlica adaptativa desenvolvida por esses micro-organismos.
Consequentemente, os beneficios desenvolvidos pelo Kefir também podem ser diferentes e
dependentes das caracteristicas de cada matéria-prima (SATIR; GUZEL-SEYDIM, 2016;
COSTA; SANTOS, 2020).



33

Deeseenthum, Luang-In e Chunchom (2018) avaliaram as caracteristicas
antioxidantes e antiinflamatdrias de uma espécie de arroz pigmentado fermentado por Kefir
de leite. Além de ambas as atividades serem maiores no fermentado do arroz pigmentado em
comparacao ao Kefir no substrato original (leite), ainda foram avaliados parametros triviais do
Kefir e verificou-se que o acido latico surgiu mais rapidamente no Kefir de leite (24 - 48 h).
Entretanto, concentracdes de alcool foram evidenciadas primeiramente no fermentado de
arroz (24 — 48 h) em comparagdo ao Kefir tradicional (72 h), ressaltando que o
comportamento desses micro-organismos pode modificar a partir dos substratos disponiveis
para a fermentagdo, bem como os metabolitos secundarios dessa via.

Corroborando com o relatado no estudo acima, um trabalho, também comparativo,
com lentilhas germinadas e ndo germinadas que foram fermentadas por Kefir, demonstraram
ndo s6 que o processo de germinagdo como a fermentacdo aumentaram tanto o valor
nutricional, quanto a quantidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante
(propriedades funcionais) desses produtos (GUNENC et al, 2017).

Utilizando extrato de soja como substrato do processo fermentativo para Kefir, foi
verificado que alguns parametros tiveram comportamento similar tanto para o Kefir de leite,
quanto para o Kefir de soja. Além disso, foi possivel analisar que a microbiota do Kefir ndo
foi afetada quando houve a mudanga do leite para o extrato de soja (NOBERTO et al., 2018).
Sendo assim, ¢ possivel observar que os micro-organismos siao adaptaveis a novos substratos
e podem gerar novos produtos fermentados sem o comprometimento da sua microbiota inicial,
garantindo beneficios ja estabelecidos por eles.

A partir de extratos de seis frutas diferentes do mediterraneo foram realizadas
fermentacdes com Kefir e observou-se que tanto as bactérias quanto as leveduras conseguiram
se desenvolver nos sucos. Além disso, o comportamento foi similar ao Kefir na sua matriz
tradicional, com algumas excegdes de poucos parametros analisados, ressaltando a capacidade
de adaptagao desses micro-organismos. Nesse mesmo trabalho a analise sensorial demonstrou
que dentre os fermentados o de 2 frutas especificamente, uva e maca, obtiveram as notas mais
altas (5,2 e 4,7), com diferenca estatistica para as demais frutas analisadas. Portanto, o estudo
enalteceu o alto valor agregado das bebidas a base de Kefir, além das suas propriedades

funcionais em funcao das matrizes utilizadas (RANDAZZO et al., 2016).



34

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados conforme o fluxograma apresentado na
Figura 2, no Laboratorio de Carnes e Pescado do Departamento de Engenharia de Alimentos
da Universidade Federal do Ceard (UFC), nos Laboratorios de Bromatologia, Analise
Sensorial, Microbiologia e Tecnologia de Alimentos do Centro Universitario Estacio do Ceara,

localizados no municipio de Fortaleza — CE.

Figura 1 — Fluxograma do desenho metodologico.

> Andlises microbioldgicas

Elaboragio dos Pasteurizagéo
vegetais (70 °C/
20 minutos)

Analises fisico-quimicas

A 4

A 4

Composigado proximal

A 4

Preparo do
indculo com
Kefir
— Analises fisico-
v —| Composi¢ao proximal
Extratos
vegetais
—> Contagem de células

Analise da atividade

Fonte: Propria.

4.1 Material

As matérias-primas: arroz branco, arroz integral, coco, castanha de caju e castanha
do Paré utilizadas para elaboracdo dos extratos vegetais foram adquiridas no comércio local
de Fortaleza (CE), ja o Kefir foi obtido de um grupo que cultiva e distribui para os

interessados na cidade de Fortaleza (CE).
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4.2 Metodologia

4.2.1 Extratos vegetais

As metodologias para obtengdo dos extratos vegetais foram realizadas de
diferentes formas, dependendo da matéria-prima utilizada, conforme processos ja descritos
para consumo de tais produtos. A seguir apresenta-se a forma de producao de cada um deles.

- Arroz (branco e integral): inicialmente os graos de arroz foram lavados em agua

potéavel corrente, a fim de eliminar possiveis sujidades fisicas. Na sequéncia, em uma panela
de aco inox, foram adicionados o arroz e a agua (na proporcao de 1:4 (p/v)) e realizado o
cozimento em fogdo doméstico com panela sem tampa durante um tempo médio de 15
minutos, para o arroz branco, ¢ 30 minutos, para o arroz integral. Apds a coc¢do, 0 arroz
cozido foi pesado e a sua desintegracdo realizada em liquidificador na propor¢ao de 1 (uma)
parte do arroz cozido para 2 (duas) partes de agua, durante 3 minutos. O homogeneizado
resultante foi filtrado em uma peneira de ago inox (50 mesh), obtendo-se, assim, o extrato
hidrossoluvel de arroz (CARVALHO et al., 2011; BENTO; SCAPIM; AMBROSIO-UGRI,
2012);

- Castanha de caju e do Pard: Os extratos foram produzidos triturando-se

améndoas da castanha de caju cruas selecionadas com a propor¢do de dgua mineral de 1:6.
ApoOs a trituragdo, realizou-se a centrifugagao (BIOMED/4004) por 30 segundos em baixa
rotacdo para a remocao dos componentes mais grosseiros (residuo) que poderiam sedimentar
durante o armazenamento (MORAIS et al., 2010);

- Coco: O endosperma de coco fresco foi misturado com agua destilada a 70 °C na

proporcao de 1:2 (p/p) em um processador doméstico. A pasta obtida foi filtrada em gaze
pressionada para obter a maior quantidade de extrato possivel (OCHOA-VELASCO; CRUZ-
GONZALEZ; GUERREO-BELTRAN, 2014).
Todos os extratos obtidos foram envasados em embalagens de vidro ambar com capacidade
para 500 mL, previamente esterilizadas em autoclave (121 °C / 15 minutos). Em seguida,
foram pasteurizadas a 72 °C £ 2°C por 20 (MORAIS et al., 2010) minutos em banho-maria
(QUIMIS/334M), submetidas a choque térmico em banho de gelo e armazenadas sob
refrigeragdo (5 °C + 2).
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4.2.1.1 Composicao proximal dos extratos vegetais

A composicdo proximal dos extratos vegetais foi realizada através da
determinagdo dos parametros: umidade, cinzas, proteinas e lipidios totais de acordo com
AOAC (2016). A porcentagem de carboidratos totais foi calculada por meio do método de
diferenga, onde os carboidratos totais sdo iguais a cem menos os valores de umidade, cinzas,

lipidios e proteinas (todos em base imida).

4.2.1.2 Valor energético

Para a determinagdo do valor energético foram utilizados os fatores de conversao
de Atwater de 9 kcal/g para lipidios e 4 kcal/g para proteina e carboidratos totais, segundo

Wilson, Santos e Vieira (1982).

4.2.1.3 Caracterizacdo fisico-quimica dos extratos vegetais

As amostras de extratos vegetais foram analisadas em intervalos de 12 horas,
durante os primeiros 3 dias, armazenadas sob refrigeracao (4 °C), além do 10°, 15° e 20° dia,
para verificar a estabilidade dos produtos. Os parametros fisico-quimicos realizados foram:

- pH: os valores de pH foram determinados de acordo com a AOAC (2006). Foi
transferido 20 mL da amostra para um béquer de 100 mL e o pH foi verificado por
determinagdo direta na amostra através de pHmetro (QUIMIS/Q400A), previamente calibrado
com solu¢do tampao 7,0 e 4,0 (conforme instrug¢ao do fabricante);

- Sdlidos soluveis: o teor de solidos soluveis totais foi medido pelo método de

refratometria, o qual consiste em colocar a amostra em uma lente do refratometro (ATAGO,
POCKET), em temperatura de 20 °C lida diretamente na escala graus Brix. Este teor expressa
de maneira indireta a quantidade de agucares soluveis totais encontrados em matérias primas,
ou seja, o grau de dogura da amostra analisada (MORETTO, 2008);

- Umidade: o método consistiu em levar as amostras a 105 °C em estufa
(MARCONI, MAO037), até peso constante e, posteriormente, resfria-las em dessecador por 30
minutos e pesa-las (IAL, 2008);

- Cor: a avaliagdo objetiva da cor foi realizada na superficie dos extratos através do

colorimetro digital (CHROMA METER, CR-400/410), que foi descrita através das
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coordenadas de cromaticidade: L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho a verde), e b*

(intensidade de amarelo a azul).

4.2.1.4 Qualidade microbioldgica dos extratos vegetais

A qualidade dos extratos foi estabelecida através da analise dos micro-organismos:
coliformes termotolerantes, Salmonella sp., bolores e leveduras e aerdbios mesofilos
(BRASIL, 2001). As metodologias de analises adotadas seguiram o Compendium of methods
for the microbiological examination of foods (APHA, 2001).

4.2.2 Extratos vegetais fermentados

4.2.2.1 Preparo do indculo

Os indculos foram adaptados aos substratos (extratos hidrossoliiveis) com 5% de
in6culo e trocas diarias dos substratos. Essa adaptacao foi feita a 25 °C em BOD por 24 horas

durante 7 dias (FIORDA et al., 2016).

4.2.2.2 Fermentagdo dos extratos vegetais hidrossoluveis

As amostras de extratos vegetais fermentados foram analisadas em intervalos de
12 horas, durante o periodo de 3 dias, armazenadas sob refrigera¢ao (4 °C). Os parametros
fisico-quimicos realizados foram os mesmos descritos no item 4.2.1.3. Também foram

determinadas as composicoes dos extratos fermentados como no item 3.2.1.1, apds 24 horas.

4.2.2.3 Contagem de células viaveis nos extratos vegetais fermentados por Kefir

A contagem de bactérias acido lacticas totais, leveduras e aerébios mesofilos foi
realizada pelo método de plaqueamento em superficie a partir de dilui¢des decimais
sucessivas das amostras (CARVALHO, 2011).

Para as bactérias acidos lacticas, inoculou-se 0,1 mL das dilui¢des de 10 a 107" na
superficie de cada placa de Petri contendo 15 a 20 mL de agar MRS (Man Rogosa & Sharpe).
As placas foram incubadas a 22°C em estufa incubadora tipo BOD (TECNAL/TE-391)
durante 48 a 72 horas.
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Na contagem de leveduras totais foram utilizadas as dilui¢des 10* a 10 em
placas contendo Agar Batata acidificado e foram incubadas a 22°C em estufa incubadora tipo
BOD (TECNAL/TE-391) durante 3 a 5 dias. Em seguida, foi feita a visualizagdo em
microscopio (NIKON/ECLIPSE/E200) para confirmagao das leveduras.

Para aerdbios mesoéfilos foi inoculado 0,1 mL das diluicdes 107 a 10° em Agar
Padrdo e foram incubadas a 35 °C durante 24 a 48 horas para posteriormente serem realizadas

as contagens.

4.2.2.4 Estudo da atividade antimicrobiana dos extratos hidrossoluveis fermentados

Os extratos fermentados por Kefir foram filtrados em membrana 0,22U (MERCK
MILLIPORE), para remog¢ao de micro-organismos presentes, ¢ avaliados quanto a possivel
atividade antimicrobiana por meio da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
e concentragdo bacteriostatica minima (CBM). Para as técnicas foi utilizando o método de
microdilui¢do em microplacas de acordo com a Norma M7-46 (NCCLS, 2005).

Os micro-organismos patogénicos testados foram as cepas bacterianas de
Escherichia coli (ATCC 8739) e Sthaphylococcus aureus (ATCC 6538) e o meio utilizado no
ensaio foi o caldo BHI (Brain heart infusion).

Para as determina¢des da CIM e CBM, as cepas foram repicadas em caldos
estéreis e incubadas a 37 °C até atingirem fase exponencial de crescimento (4 a 6 horas). Em
seguida, a densidade celular das suspensdes foi ajustada, utilizando-se o meio de cultivo, de
modo a obter a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente
1,5 x 10 UFC/mL) ou até a densidade 6tica de 600 nm (DOsoonm) entre 0,08 ¢ 0,1. Por fim, as
suspensdes foram diluidas 100 vezes resultando na concentracio final de 10 UFC/mL.

Os testes foram realizados com adi¢dao de 200 pl de diluigdes com porcentagens
de extratos fermentados de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,13%. As dilui¢des foram distribuidas em
microplacas estéreis e apos 24 h de incubagdo a 37 °C a turbidez dos pogos foram avaliadas
por leitura a 600 nm em leitor de microplaca (SYNERGY HT BIO-TEK, WINOOSKU, US).
A CIM ¢ a menor concentragdo da amostra capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano mediante inspe¢do a olho nu pela auséncia de turvagdo visivel nos pocos. Ja a
CBM ¢ a menor concentracdo de agente antibacteriano/antimicrobiano capaz de inativar
completamente o crescimento microbiano. Para saber sobre a CIM e CBM ¢ realizado um

sub-cultivo de cada pogo em que ndao houve crescimento microbiano na placa. Assim, ¢
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verificado se esse crescimento ndo ocorre somente na presenga do agente antibacteriano

(bacteriostatico) ou se o contato com o agente provocou a morte bacteriana (bactericida).

4.2.4 Anadlise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os dados foram expressos com média
+ desvio padrdo. Os resultados das analises em fun¢ao do tempo foram analisados através de
regressao linear e teste de diferenca de média (Tukey). Os dados foram submetidos a Anélise

de Variancia (ANOVA) e Tukey (p<0,05) utilizando o software Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao proximal e valor energético

Os resultados médios obtidos da composicdo proximal dos extratos vegetais
pasteurizados (70 °C/20 minutos) e dos extratos vegetais fermentados por Kefir estdo na
Tabela 1 e 2, respectivamente.

Dentre os cinco extratos elaborados pasteurizados, as maiores quantidades de
carboidratos foram verificadas no arroz branco, 10,05 + 0,04 g, e no arroz integral, 9,43 +
0,10 g (p<0,05). Em relagdo as proteinas, o maior percentual (p<0,05) foi encontrado na
améndoa de castanha de caju (2,01 = 0,09 g). Valores elevados (p<0,05) de cinzas estavam
presentes no extrato de coco, assim como em relacao aos lipidios, resultando no maior valor
calorico total (83,07 + 4,07 g). Dessa forma, as trés origens diferentes dos extratos apresentam
composicdes distintas, justificadas pela composi¢do das matérias-primas, que sao oriundas de
alimentos com caracteristicas variaveis, além da propor¢ao matéria-prima/solvente diferentes
nos processos de extragao.

Ap0s a adaptacdo do Kefir em cada extrato vegetal, foi realizada a composi¢ao
proximal dos liquidos fermentados por 24 horas (Tabela 2). Comparando os resultados obtidos
com os valores dos extratos ndo fermentados (Tabela 1), pode-se observar que dependendo da
fonte vegetal o processo fermentativo se encontra em momentos distintos em relagdo ao

metabolismo microbiano, com produgao e/ou utilizagao de substratos.



Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo da composi¢do proximal (%) e valor caldrico (Kcal) dos extratos vegetais pasteurizados (70 °C/20

minutos).
Extratos Carboidratos Proteina Lipidios Umidade Cinzas Valor caldrico
A.B. 10,05 + 0,044 0,77 + 0,04° 0,04 + 0,00° 88,93 + 0,018 0,211 + 0,002B:C 43,67 + 0,04¢
AL 9,43 + 0,108 0,98 £ 0,02¢ 0,09 + 0,02° 89,37 +0,01P 0,140+ 0,121€ 42,39 +0,52¢
C. 1,04 £ 0,05¢ 1,01 +£0,02¢ 8,32 + 0,454 89,24 + 0,45¢P 0,397 £0,0124 83,07 + 4,074
C.C. 0,66 + 0,03° 2,01 + 0,094 3,46 + 0,00€ 92,31 + 0,014 0,236 + 0,002B¢ 41,85 +0,22¢
C.P. 0,62 + 0,04° 1,62 + 0,058 6,46 + 0,165 89,73 + 0,01€ 0,347 + 0,0014B 67,06 + 1,188

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.

AB.LD Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao da composi¢do proximal (%) e valor calérico (Kcal) dos extratos vegetais fermentados.

Extratos Carboidratos Proteinas Lipidios Umidade Cinzas Valor calorico
A.B. 7,84 + 0,028 0,44 + 0,08° 0,02 + 0,00° 91,68 + 0,018 0,024 + 0,008F 33,30 + 0,03°
AL 9,86 + 0,024 0,91 +0,03¢ 0,09 +0,01P 88,99 + 0,03€ 0,154 + 0,007° 43,89 + 0,02¢

C. 1,22 +0,13° 0,98 + 0,03¢ 5,32 +0,45¢ 92,13 + 0,054 0,348 + 0,009¢ 56,68 + 0,208
C.C. 2,97 £0,02¢ 3,24 +0,07* 6,57 + 0,008 86,83 +0,01F 0,393 + 0,009 83,97 + 0,034
C.P. 1,40 + 0,06" 2,20 +0,108 7,97 + 0,114 87,93 + 0,03° 0,504 + 0,004 86,13 + 0,094

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
ABCDEMEdias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
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Avaliando diferentes formas de obtencdo de extratos hidrossoliveis com castanha
do Pard, resultados semelhantes ao presente estudo foram verificados: proteina (1,5%),
lipidios (6,2%) e cinzas (0,3%); quando utilizada a temperatura ambiente (25 °C) da dgua para
elaborar o extrato e uma diluigdo mais elevada na proporc¢ao castanha:adgua (1:8) (FERBERG
et al., 2002). Ao avaliar outra forma de obtencdo do extrato de castanha do Pard, onde foi
inicialmente elaborada uma torta com as castanhas e posteriormente feito o extrato, com a
proporcao de 1:2 (torta:dgua). As quantidades de nutrientes variaram: proteina com
aproximadamente 21,5% e lipidios em média 5,2% (CARDARELLI; OLIVEIRA, 2000). A
relativa novidade atrelada aos extratos vegetais e a falta de padronizacdo na forma de
obtencdo dos extratos, justifica a divergéncia em diferentes estudos realizados, pois o preparo
envolvido nessa extragdo sera fundamental para obter uma maior quantidade de nutrientes.
Esses aspectos reforcam a necessidade de estudos que avaliem desde diferentes métodos de
producdo até suas aplicagdes para a determinagdo das melhores condi¢des em cada um dos
processos envolvendo elaboragdo e uso desses extratos. Especialmente, por conta do potencial
tanto para seu consumo direto quanto para o desenvolvimento de tecnologias como as de
revestimento de alimentos com a¢ao antimicrobiana.

Em um estudo mais detalhado das condigdes para melhor extracdo da bebida
proveniente da améndoa de castanha de caju, Morais (2009) analisou a influéncia da 4gua e da
temperatura em relacdo a composi¢do do extrato. Foi verificada uma relacdo inversamente
proporcional dos parametros citados acima em fungao do teor de proteinas. Para os lipidios, a
agua foi inversamente proporcional, enquanto a temperatura ndo mostrou influéncia sobre tal
nutriente. Para os carboidratos, pode-se identificar que a menor quantidade de agua foi
responsavel pela maior quantidade de carboidratos, enquanto para a temperatura obtiveram-se
os melhores resultados nos extremos estudados (20 e 100 °C). Assim, este estudo corrobora
com fatores que podem influenciar na quantidade dos nutrientes que sera obtida a depender do
processo.

As bebidas com maiores valores energéticos (Tabela 1) foram a de coco, seguida
da castanha do Pard, pela predominancia de lipidios em ambas. Entretanto, a composicao de
acidos graxos entre elas ¢ diferente, enquanto no estudo de Machado (2017), a castanha
apresentou um perfil predominante de acidos graxos insaturados, no trabalho de Carvalho e
Coelho (2009) o coco foi constituido por boa parte de saturados. Todos esses fatores podem
resultar em processos fermentativos com metabolitos especificos para cada extrato obtido, que
irdo nao soO interferir nas caracteristicas do produto, como nas propriedades funcionais

atribuidas a eles.
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O leite de vaca apresenta em sua composicdo 87,2% de umidade, 5,92% de
carboidratos, 2,93% de proteinas, 3,23% de lipidios e 0,67% de sais minerais, com um valor
calorico de 64 kcal (TBCA, 2020). Os extratos vegetais apresentam alguns valores similares
aos nutrientes analisados quando comparados ao leite. Entretanto, ndo ha um extrato vegetal
que se assemelhe ao perfil nutricional de maneira completa ao do leite. Além disso, vale
ressaltar que ndo sé as quantidades, mas os tipos de aminoacidos, o perfil de 4cidos graxos e
os carboidratos presentes deverdo ser avaliados, para que possa ser feita uma relagdo com o
crescimento microbiano, processo fermentativo e provaveis alteragdes nas caracteristicas
sensoriais do produto, como acontece no derivado lacteo fermentado por Kefir.

No extrato de arroz branco e integral fermentado, verifica-se que a maioria dos
nutrientes se encontra em valores abaixo da bebida ndo fermentada, indicando que
possivelmente os micro-organismos presentes estdo utilizando os substratos para o processo
fermentativo. No arroz branco, o processo estd em niveis mais avancados e no integral, nas 24
horas, o processo aconteceu, porém nao houve o consumo dos nutrientes da mesma forma.
Comportamento também observado no extrato de coco, entretanto, a reducdo ocorre
substancialmente no teor de lipidios, componente predominante, indicando o uso do mesmo
pelos micro-organismos do Kefir, demonstrando a capacidade adaptativa desse grupo. Estes
micro-organismos podem produzir lipase para utilizagao de lipidios como substrato, liberando
outros compostos, causando essa diminuigio (MAGALHAES, 2010).

Comparando o extrato pasteurizado em relagdo aos extratos fermentados das
améndoas de castanhas, o aumento de todos os nutrientes avaliados sugere que o processo
fermentativo ndo estd ocorrendo de forma significativa apds 24 horas. Essa elevagdo pode
ocorrer em fun¢do do aumento da biomassa microbiana e de toda matriz de polissacarideos,
onde parte dessa producdo acaba sendo determinada juntamente com o liquido obtido.

Os parametros fisico-quimicos € a contagem dos micro-organismos nos extratos
fermentados esclarecem o comportamento do Kefir nas diferentes matérias-primas. Esse
comportamento diferenciado pode ser explorado dependendo da aplicacdo que se deseja,
oferecendo dessa forma, diversas op¢des de uso com o estudo direcionado de cada um dos
extratos aqui avaliados. O presente trabalho servird de ponto de partida para estudos com

aplicacdes direcionadas.



44

5.2 Analise fisico-quimica dos extratos

5.2.1pH

Na Figura 3 estdo expressos os resultados da analise do pH das cinco formulagdes
dos extratos vegetais pasteurizados (I) e os fermentados por Kefir (II), durante 20 dias de
armazenamento sob refrigeragdo. Os pHs dos extratos pasteurizados nao apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) para os extratos de améndoas de castanhas (caju e Pard).
Entretanto, ap6s o processo fermentativo dos extratos vegetais por Kefir, o tinico que ndo

apresentou relagdo com o tempo (p>0,05) foi o extrato de castanha do Para.



45

Figura 3 — Valores médios e desvio padrdo do pH dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos extratos fermentados por Kefir por 24 horas (II)

durante 20 dias sob refrigeragao (4 °C).
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e Arroz branco (I- p<0,05; R=0,97 / II- p<0,05; R=0,46);
e Arroz integral (I- p<0,05; R=0,72 / II- p<0,05; R=0,32);
e Coco (I- p<0,05; R=0,82 / II- p<0,05; R=0,38);

Castanha de caju  (I- p>0,05*; R=0,23 / II- p<0,05; R=0,58);
e Castanha do Para (I- p>0,05*; R=0,08 / II- p>0,05%; R=0,34).
Fonte: Propria.
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Avaliando os resultados ao longo do tempo, o extrato pasteurizado de arroz branco
se manteve estavel por 12 horas, os de coco e castanha de caju até 24 horas. J4 os extratos de
arroz integral e o de castanha do Paré tiveram um decréscimo ap6s 12 horas. Essas flutuacdes
foram verificadas em outro estudo com extratos vegetais, sugerindo-se uma instabilidade de
interacdo entre os nutrientes presentes no liquido (MACHADO, 2017). Todos os extratos ao
final do 20° dia foram diferentes (p<0,05) do tempo inicial, com pH mais baixo, exceto o
extrato de coco que apresentou um pH maior aos 20 dias de armazenamento (ANEXO A).

Pode-se verificar que os extratos de arroz pasteurizados apresentaram uma queda
constante nos valores médios de pH. Silva et al. (2015) e Jaekel, Rodrigues e Silva (2010)
verificaram que as bebidas elaboradas com o extrato do arroz adicionadas de polpas de frutas
ou outros extratos apresentaram valores médios de pH abaixo dos verificados no presente
estudo. Diferengas pequenas entre os valores encontrados podem ser justificadas pelas
matérias primas utilizadas em associagdo ao extrato, como ja mencionado anteriormente.
Carvalho et al. (2011), em sua pesquisa obtiveram uma média de pH entre 6,54 e 6,77 para os
extratos de arroz integral e de quirera respectivamente, corroborando com os valores aqui
encontrados.

Os extratos das améndoas das castanhas pasteurizados apresentaram-se estaveis
em relagdo ao pH até as 72 horas, apos esse tempo houve um declinio do parametro analisado
(ANEXO A). Cardarelli e Oliveira (2000) constataram comportamento semelhante, onde o pH
apresentou um decréscimo acentuado no decorrer da pesquisa, tornando o extrato mais acido.

No extrato do coco pasteurizado os valores de pH aumentaram, destacando-se
pelo acréscimo entre o 3° até 15° dia (ANEXO A). Essa alteragdo possivelmente ocorreu pela
presenca de micro-organismos no liquido pasteurizado, que podem ter utilizado compostos
acidos, elevando o pH. Ornellas (2007) descreveu que o processo de pasteurizacdo elimina
micro-organismos termossensiveis (bactérias patogénicas), reduzindo o numero de micro-
organismos presentes nos extratos, mas alguns desses micro-organismos mais resistentes ao
bindmio tempo e temperatura (deteriorantes) multiplicam-se lentamente, mesmo sob
refrigeragao.

Adicionalmente, os extratos fermentados de arroz branco e castanha de caju se
mantiveram estaveis nas primeiras 12 horas e os demais (arroz integral, coco e castanha do
Pard) apresentaram diferenca estatistica (p<<0,05) com 12 horas de fermentacdo. Porém, para
todos os extratos as mudangas decrescentes que acontecem em relacdo ao pH cessam antes da
coleta do 10° dia, onde ja ndo ha mais diferenca significativa apresentada (p<0,05) (ANEXO

A). De maneira geral, pH em torno de 4,0 — 4,5 sdo considerados adequados para bebidas
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vegetais fermentadas, pois abaixo de 4,0 o produto se torna muito acido, com precipitacdo de
proteinas e de dificil aceitacdo. Por outro lado, pH acima de 4,5 pode comprometer a
conservagao dos produtos, assim como o sabor e textura dos fermentados (MOREIRA, 2019).
Sendo assim, as bebidas avaliadas no presente estudo que ndo apresentaram uma faixa de pH
indicada foram os extratos de castanha do Pard e arroz integral. Os demais apresentaram
variagdo de tempo para alcangar os valores sugeridos, demonstrando a diferenca de processo
fermentativo do Kefir dependente do meio em que ele esteja inserido.

Comparando o pH dos extratos vegetais pasteurizados com os extratos vegetais
fermentados pode-se perceber que as quedas de pH ocorreram de forma expressiva na
presenga do Kefir, com valores finais diferentes dos iniciais (ANEXO A). Porém, para a
castanha do Para a queda nao foi tdo acentuada, provavelmente o conteudo lipidico, o tipo de
acido graxo, assim como os sais minerais desse extrato, quando comparados aos demais,
tenha exercido influéncia no metabolismo microbiano.

Balabanova e Panayotov (2011) perceberam alteragdes na velocidade de
fermentagao e no decréscimo do pH quando alteraram o substrato do Kefir de leite pelo soro.
Com teor de proteina menor neste meio de cultivo, perde-se a capacidade tamponante das
proteinas e consequentemente o pH decresce mais rapidamente, diminuindo o tempo de
fermentagdo. Entretanto, analisando a composi¢cdo proximal dos extratos, foi possivel
perceber que a proteina nao € o unico nutriente determinante para o decréscimo do pH, pois os
extremos em conteudo protéico; extrato de arroz branco com o menor teor e castanha de caju
com 0 maior, se mantiveram estdveis nas primeiras 12 horas, enquanto os demais ja
apresentaram diferenga estatistica em relacao ao tempo 0.

Além da influéncia da composi¢do nutricional dos diferentes substratos, o
comportamento pode estar relacionado a adaptagao do Kefir nos meios que sdo utilizados,
pois a maioria dos estudos pesquisados ja realiza o processo fermentativo de forma direta,
sem adaptar o Kefir no novo substrato de interesse.

No estudo de Costa (2017) o Kefir de 4dgua foi utilizado para fermentar bebidas
vegetais contendo inhame, gergelim e feijao branco, em diferentes proporgdes, sem adaptagao
aos meios. O pH foi mensurado até 24 horas de fermentagdo e foi verificado que o Kefir
proveniente de d4gua com aglicar demorou 15 horas para decrescer esse parametro. Tal fato foi
atrelado aos mecanismos regulatdrios da fisiologia dos micro-organismos no Kefir. Com os
extratos vegetais de arroz integral, castanha do Para e coco em 12 horas ja houve decréscimo
com diferenga significativa de pH e os demais, entre 12 e 24 horas (ANEXO A). Sendo assim,

adaptar o Kefir ao meio em que ird ocorrer a fermentacdo, pode acelerar as alteragdes
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caracteristicas esperadas por tais micro-organismos €, nesse caso, diminuir a possibilidade do
desenvolvimento de patdogenos.

Além disso, o pH ¢ um parametro com relevancia para as caracteristicas sensoriais,
podendo tornar o produto indesejavel, ndo sendo esse o Unico fator, mas importante para a

aceitacao do produto final (MOREIRA, 2019).

5.2.2 Solidos soluveis

Na Figura 4 estdo os resultados da andlise dos solidos soluveis das cinco
formulagdes dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos fermentados por Kefir (II). Nos
extratos pasteurizados € possivel verificar que os valores de solidos soluveis das améndoas
das castanhas e do coco permaneceram estaveis ao longo do periodo de 20 dias. Ja o arroz
branco e o arroz integral apresentaram diferenga significativa (p<0,05) para este parametro até
0 20° dia de armazenamento, com diminui¢ao do teor de solidos soluveis.

Os resultados dos extratos fermentados demonstram que todos sdo iguais
estatisticamente (p<0,05), comparando-se o tempo inicial e final de armazenamento (ANEXO
B). O comportamento da linha, assim como algumas poucas diferengas que ocorreram ao
longo dos 20 dias podem ser justificadas pelas caracteristicas heterogéneas das amostras.
Ademais, sdo valores muito proximos e comportamentos similares aos sélidos soluveis dos
extratos pasteurizados, demonstrando que ndo ¢ possivel utilizar esse parametro para

identificar a presenca de alteragdes causadas pelos micro-organismos presentes no Kefir.



Figura 4 — Valores médios e desvio padrao de sélidos soluveis (°Brix) dos

Kefir apds 24 horas (II) durante 20 dias sob refrigeragao (4 °C).
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e Arroz branco (I- p<0,05; R=0,60 / II- p>0,05%; R=0,27);
e Arroz integral (I- p>0,05*; R=0,03 / II- p>0,05*; R=0,10);
e Coco (I- p>0,05*; R=0,07 / II- p<0,05; R=0,08);

Castanha de caju  (I- p<0,05; R=0,41 / II- p>0,05*; R=0,10);
e Castanha do Para (I- p>0,05*; R=0,03 / II- p<0,05; R=0,07).
Fonte: Propria.
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Em um estudo realizado por Carvalho et al. (2011), o teor médio de soélidos
soluveis do extrato de soja de 13,0 °Brix foi comparado com os extratos de quirera de arroz
que obteve 12,33 °Brix e arroz integral 11,67 °Brix. No mesmo estudo, o autor explica que
essas variagoes se devem, principalmente, as caracteristicas das matérias-primas, pois a soja
apresenta maior conteudo de nutrientes soliiveis (minerais e agucares soluveis), enquanto o
arroz integral e a quirera possuem alto teor de amido. Porém, este ndo se enquadra nos sélidos
soluveis, podendo ser uma das justificativas dos valores apresentados pelo extrato de arroz
branco deste estudo ser inferior a maioria dos outros extratos.

Moreira (2019), avaliando extratos hidrossoliveis vegetais a base de castanha do
Para e/ou arroz polido em diferentes propor¢des, verificou em que momento houve a
estagnacdo da reducdo do teor de solidos soluveis, demonstrando o consumo do agucar
soluvel pelos micro-organismos. Essa percep¢ao nao aconteceu no presente estudo, podendo
ser justificado tanto pelo método de obtengdo dos extratos, como pelas propor¢des de matéria-
prima e agua utilizada nos extratos. Além disso, o liquido fermentado ndo passou por nenhum
processo de filtragdo ou tratamento, sendo gotejado diretamente no refratometro, podendo ou

nao carregar micro-organismos ¢ influenciar na leitura e homogeneidade da amostra.

5.2.3 Umidade

Os resultados de umidade durante o tempo de armazenamento sob refrigeracao
dos extratos vegetais pasteurizados (I) e fermentados (II) estdo na Figura 5. Em ambos os
casos, para todos os extratos, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) do percentual de
umidade em relagdo ao tempo.

Os extratos fermentados de arroz branco e integral ndo apresentam diferenga
estatistica e os demais (coco, castanha de caju e castanha do Para) apresentam variagdes e
diferencas que, assim como os solidos soluveis, podem ser caracterizadas pela amostragem
heterogénea das aliquotas analisadas e, da mesma forma, ndo sendo um parametro que possa

indicar alteragdes de comportamento pela presenca dos micro-organismos (ANEXO C).
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Figura 5 — Valores médios e desvio padrdo de umidade (%) dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos extratos fermentados por Kefir apos 24

horas (II) durante 20 dias sob refrigeracao (4 °C).

e Arroz branco (I- p>0,05*; R=0,21 / II- p>0,05*; R=0,17);
e Arroz integral (I- p>0,05*; R=0,18 / II- p>0,05*; R=0,19);
e Coco (I- p>0,05*; R=0,16 / II- p>0,05*; R=0,37);

Castanha de caju (I- p>0,05*; R=0,15 / II- p>0,05*; R=0,14);
e Castanha do Para (I- p>0,05*; R=0,12 / II- p>0,05*; R=0,26).
Fonte: Propria.
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Em um estudo realizado por Carvalho et. al. (2011), com bebida de extrato
hidrossoltuvel de soja, foram encontrados valores de umidade de 92,98%, demonstrando que o
teor de agua presente nesse tipo de produto ¢ elevado e por esse motivo se torna um alimento
perecivel, sendo necessario os processos de conservagao adequados para sua manutengao.

Diferentes extratos vegetais apresentaram teores de umidade proximos aos
encontrados neste estudo, o que pode ser justificado pela composi¢do da matéria-prima e
pelos processos de obtencdo que envolvem o uso de agua em quantidades significativas
(COSTA, 2017, COSTA; SANTOS, 2020). Dessa forma, pelos extratos vegetais serem
produtos pereciveis, a fermentagdo, apesar de manter esse pardmetro elevado, dentre varias

outras propriedades, pode ser uma estratégia que auxilie na conservagdo desse tipo de produto.

5.2.4 Cor

Nas Figuras 6, 7 e 8 estdo expressos os resultados das andlises das coordenadas de
cromaticidade L*, a* e b*, respectivamente, das cinco formulagdes dos extratos vegetais
pasteurizados (I) e os fermentados por Kefir (II), durante 20 dias de armazenamento sob
refrigeracao.

Através da andlise de regressdo linear para os extratos pasteurizados, a
coordenada L* apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao tempo apenas nos
extratos de arroz (branco e integral). J4 para a coordenada a* foi ao contrario, o arroz foi o
unico em que nao houve diferenga (p>0,05) em relagdo ao tempo. A coordenada de
cromaticidade b* demonstrou diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao tempo para todos
os extratos pasteurizados.

Entretanto, apds o processo fermentativo dos extratos vegetais por Kefir, a inica
que manteve comportamento similar foi a coordenada de cromaticidade b*, apresentando
diferenga em relagdo ao tempo (p<0,05). A coordenada de cromaticidade a* passou a ter
diferenga (p<0,05) em relagdo ao tempo para todos os extratos, contraria e a coordenada L*

que nao teve diferenca para nenhum deles (p>0,05).
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Figura 6 — Valores médios e desvio padrao da coordenada de cromaticidade L* dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos extratos fermentados

por Kefir apds 24 horas (II) durante 20 dias sob refrigeracao (4 °C).

® Arroz branco (I- p<0,05; R=0,60 / II- p>0,05*; R=0,31);
e Arroz integral (I- p<0,05; R=0,55 / II- p>0,05*; R=0,35);
e Coco (I- p>0,05*; R=0,02 / II- p>0,05*; R=0,30);

Castanha de caju (I- p>0,05*; R=0,16 / II- p>0,05*; R=0,37);
e Castanha do Para (I- p>0,05*; R=0,00 / II- p>0,05*; R=0,33).
Fonte: Propria.
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Figura 7 — Valores médios e desvio padrao da coordenada de cromaticidade a* dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos extratos fermentados

por Kefir apds 24 horas (II) durante 20 dias sob refrigeracao (4 °C).
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e Arroz branco (I- p>0,05*; R=0,53 / II- p<0,05; R=0,47);
e Arroz integral (I- p>0,05*; R=0,24 / II- p<0,05; R=0,46);
e Coco (I- p<0,05; R=0,03 / II- p<0,05; R=0,09);

Castanha de caju  (I- p<0,05; R=0,05 / II- p<0,05; R=0,16);
e Castanha do Para (I- p<0,05; R=0,06 / II- p<0,05; R=0,16).
Fonte: Propria.
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Figura 8 — Valores médios e desvio padrio da coordenada de cromaticidade b* dos extratos vegetais pasteurizados (I) e dos extratos fermentados

por Kefir apds 24 horas (II) durante 20 dias sob refrigeracao (4 °C).
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e Arroz branco (I- p<0,05; R=0,51 / II- p<0,05; R=0,37);
e Arroz integral (I- p<0,05; R=0,74 / II- p<0,05; R=0,22);
e Coco (I- p<0,05; R=0,11 / II- p<0,05; R=0,04);

Castanha de caju  (I- p<0,05; R=0,24 / II- p<0,05; R=0,05);
e Castanha do Para (I- p<0,05; R=0,17 / II- p<0,05; R=0,10).
Fonte: Propria.
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Nos extratos pasteurizados, analisando a coordenada L*, através da andlise com
teste Tukey, foi possivel verificar que apenas para os extratos de arroz branco e integral niao
houve diferenca entre os valores médios dentro do intervalo de tempo analisado, 20 dias.
Entretanto, para os demais os valores apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) entre o
tempo 0 h e 20 dias, com numeros maiores ao final, demonstrando um aumento da
luminosidade nesses extratos, o que ¢ considerado positivo do ponto de vista sensorial
(ANEXO D).

Na coordenada a* o extrato do arroz integral pasteurizado foi o inico que nao teve
diferenga significativa (p<0,05) entre os valores médios obtidos no intervalo de tempo
analisado, os demais apresentaram. O arroz branco com decréscimo nessa coordenada, indica
uma maior tendéncia para coloragao esverdeada, podendo indicar a diminui¢ao do amido ou
alteragdes de nutrientes que ocorreram ao longo do tempo. Ja para os demais extratos: coco,
castanha de caju e castanha do Para, saindo de valores negativos para valores maiores,
revelando uma alterag¢@o de cor ao longo do tempo (ANEXO D).

Por fim, para coordenada b* o extrato pasteurizado de castanha de caju nao
apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os valores médios, se mantendo com valores
positivos, devido a caracteristica do extrato com proximidade da cor amarela. Os extratos de
arroz branco e arroz integral apresentaram diferenca significativa (p<0,05) com aumento da
coordenada do tempo 0 h para o vigésimo dia, apresentando uma maior tendéncia a coloragao
amarela com o passar dos dias. Os extratos de coco e castanha do Para tiveram um decréscimo
da coordenada b* do momento inicial para o final do tempo analisado, entretanto,
mantiveram-se positivos (ANEXO D).

Os valores médios para as coordenadas de cor (L, a* e b*) dos extratos
fermentados, de uma maneira geral, apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os
valores médios obtidos em todas as coordenadas de cromaticidade, porém foram valores que
variaram entre os intervalos de tempo analisados, com comportamento similar aos sélidos
soluveis e umidade. Em comparacdo aos extratos pasteurizados houve o aumento da
coordenada L*, indicando o aumento da luminosidade do produto fermentado, caracteristico
desse processo. Para a coordenada a* o comportamento foi diferente, acontecendo um
aumento nos primeiros dias e finalizando de forma similar que os extratos pasteurizados. E a
coordenada b* demonstrou valores menores quando comparado aos extratos pasteurizados
(ANEXO D).

Ainda sobre os extratos fermentados, a coordenada L* referente a luminosidade

dos extratos se apresenta de forma mais estavel nos extratos de arroz, que pode ter relagdo
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com o processo de obtenc¢do, devido ao produto final se apresentar mais homogéneo que os
demais (ANEXO D). A presenga de agucares pode promover a luminosidade das amostras,
assim como o consumo dos agucares presentes no momento em que forem consumidos pelos
micro-organismos ao longo do processo fermentativo, irdo causar variacdes nesse parametro
(COSTA, 2017).

A coordenada a* quase na sua totalidade apresentou valores negativos, mesmo
com as diferencas significativas (p<0,05) apresentadas através dos intervalos de tempos
analisados (ANEXO D). Os valores negativos estdo relacionados com a intensidade da
coloracdo verde no produto analisado; como nenhum dos extratos tem como caracteristica
essa coloragdo, os valores negativos ndo foram tdo expressivos, ficando muito préximos ao
zero (GERTZOU et al., 2017).

A coordenada b* que representa a intensidade da coloracao amarela, apresentou
valores um pouco mais elevados nos extratos que tinham uma cor marrom mais claro, advindo
da matéria-prima que lhe deu origem, como os de castanha e o de arroz integral. O arroz
branco foi o Unico com valores negativos para essa coordenada, o que lhe aproxima da

intensidade da coloragao azul (GERTZOU et al., 2017).

5.3 Analise microbioldgica dos extratos hidrossoliveis

Os extratos analisados estdo dentro do padrdo estabelecido, apresentados na
Tabela 3. A Resolugao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001da ANVISA dispde os padrdes
microbioldgicos em alimentos (BRASIL, 2001), estabelecendo para extratos pasteurizados:
auséncia de Salmonella sp. em 25 g e limite médximo menor que 10 NMP/g para contagem de

coliformes a 45 °C.

Tabela 3 — Resultados das andlises microbioldgicas dos extratos vegetais hidrossoluveis
pasteurizados (70 °C/20 minutos).

Coliformes Aerobios Bolores e

Extratos Salmonella sp. termotolerantes Mesofilos leveduras

(NMP/g) (UFC/mL) (UFC/mL)

A.B. Auséncia <3,0 423x10° 523x10°
AL Auséncia <3,0 9,63 x 10* 3,47 x10°

C. Auséncia <3,0 2,72 x 10* 2,67 x 10°
C.C. Auséncia <3,0 7,13x 10° 9,97 x 10°
C.P. Auséncia <3,0 8,77 x 10* 7,0 x 10*

Legislacio Auséncia <10,0 - -

A.B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
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Aerb6bios mesoéfilos e bolores e leveduras ndo sdo pardmetros microbiologicos
estabelecidos pela legislacdo, entretanto sdo micro-organismos relacionados as condic¢des
higiénico-sanitarias dos alimentos. Ainda que os extratos apresentem contagens que variaram
de 7,13 x 10* a 4,23 x 10° UFC/mL de aerébios mesoéfilos e 9,97 x 10° a 5,23 x 10° UFC/mL
de bolores e leveduras, essa carga microbiana ird sofrer modificagdes devido a competi¢ao
dos micro-organismos que estdo presentes no Kefir e que irdo utilizar os substratos presentes
nos extratos para sua multiplicacdo. Além da competicdo natural entre eles, possivelmente
haverd a presenca de antimicrobianos e acidos que sdo produzidos durante a fermentagao

(BOURRIE; WILLING; COTTER, 2016).
5.4 Contagem de células viaveis nos extratos vegetais fermentados por Kefir
Os resultados das contagens das células vidveis de bactérias acido laticas,

leveduras totais e aecrobios mesofilos nos extratos hidrossoluveis fermentados por Kefir apds o

tempo de 24 horas estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores das contagens de células viaveis (bactérias acido laticas, leveduras totais e
aerobios mesofilos) dos extratos hidrossoluveis apos 24 horas de fermentagao por Kefir.

Micro-organismos
Bactérias acido laticas  Leveduras totais Aerobios mesofilos

(UFC/mL)
Al 5,25x1084 2,53 x 1084 3,38 x 1084
AB 2,61x108AB 2,30 x 108 4BC 2,83 x 108 4BC

C 7,03x107B 2,07 x 107 BC 2,24 x 108ABC
Cp 2,69x108 4B 2,53 x 103ABC 4,44 x 10848
CcC 2,29x10%AB 1,53 x 107B€ 4,44x107€

A.L: Arroz integral; A.B: Arroz branco; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
ABC Meédias com letras iguais na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Através da anadlise estatistica pode-se observar que houve diferenga significativa
entre as quantidades de células viaveis de bactérias acido laticas do extrato de arroz integral e
do extrato de coco, tendo o extrato de arroz integral apresentado as maiores quantidades deste
micro-organismo. Assim, as trés origens distintas dos extratos (arroz, coco e améndoas), por
apresentarem diferentes composi¢des, podem resultar em respostas especificas para cada
grupo de micro-organismo, devido as caracteristicas particulares das matérias-primas. Além

disso, ndo ¢ possivel garantir a utilizacdo dos substratos disponiveis nas bebidas pelos micro-
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organismos presentes no tempo de 24 horas, levando-se em consideragdo as analises fisico-
quimicas (pH, principalmente). Entretanto, as contagens elevadas dos micro-organismos
analisados, revelam a capacidade que eles possuem em se adaptarem a substratos diferentes.

Utilizando leite fermentado por Kefir, as contagens de bactérias acido laticas
atingiram 1 x 10'© UFC/mL em 24 horas e as leveduras chegaram somente a 1 x 10° UFC/mL
nesse mesmo intervalo de tempo (LEITE, 2012). Dessa forma, pode ser observado que para as
bactérias acido laticas o leite apresenta uma melhor composi¢do para o desenvolvimento
desse tipo de micro-organismo, com valor acima do obtido no presente estudo com extratos
vegetais hidrossoluveis, porém, o mesmo ndo ocorre para as leveduras. Sendo o Kefir uma
simbiose de diferentes micro-organismos presentes, o balanco mais homogéneo em
quantidades, quando o mesmo fermentou extratos vegetais, podera apresentar beneficios
diferentes aos ja relatados.

Em um estudo utilizando extrato de soja como substrato para fermentacdo do
Kefir, onde o processo fermentativo aconteceu a temperatura de 4 °C por 96 horas, as
bactérias acido laticas aumentaram aproximadamente 2,5 a 3,0 log de um valor inicial de 6
log, obtendo contagens acima do estabelecido pela lei para ser considerada uma bebida
probidtica, com aproximadamente 3,16 x 10% UFC/mL (FERNANDES et al, 2017).
Entretanto, ha estudos que demonstram que a soja estd entre os alimentos com elevado
potencial alergénicos, assim como o leite, sendo necessarios cuidados em relagdo ao seu
consumo (SOLORZANO; SILVA, 2011; GENTRY, 2015).

Randazzo et al. (2016) analisaram o desenvolvimento de novas bebidas nao
lacteas a partir de sucos de frutos do mediterraneo fermentados com Kefir de 4gua. Dentre os
frutos estudados estavam maga, uva, kiwi, roma, péra e marmelo. As contagens de aerdbios
mesofilos variaram de 2,5 x 107 a 2,5 x 10® UFC/mL, bactérias acido laticas entre 3,9 x 107 e
1 x 108 UFC/mL e leveduras de 2,5 x 10 a 1 x 108 UFC/mL. Essas contagens estio de acordo
com a caracterizagdo dos parametros microbioldgicos do Kefir, onde a contagem total de
bactérias 4cido laticas tem que ter o minimo de 107 UFC/mL e a contagem de leveduras o
minimo de 10* UFC/mL (BRASIL, 2007), corroborando com os valores do presente estudo.
Assim, demonstra-se a possibilidade da utilizacdo de outros substratos para elaboragdo de
fermentados por Kefir com provaveis beneficios atribuidos a ingestdo destes micro-

organismos.
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5.5 Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais fermentados por Kefir

A Tabela 5 apresenta o resultado da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
fermentados por Kefir, onde foi verificado que os extratos de arroz integral e castanha do Para
fermentados por Kefir apresentaram atividade antimicrobiana para os dois micro-organismos
(Staphylococcus aureus e Escherichia coli) testados. Porém, para o extrato de arroz integral a
atividade ocorreu nas proporc¢des 50, 25 e 12,5 % (v/v), j& o extrato de castanha do Para

apresentou atividade em todas as concentragdes testadas (50, 25, 12,5, 6,25 e 3,13 %).

Tabela 5 — Absorbancia referente a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e

Staphyloccocus aureus dos extratos vegetais fermentados (E.F.) por Kefir (%).

Escherichia coli Staphylococcus aureus
E.F. (%) 50 25 12,5 6,25 3,13 50 25 12,5 6,25 3,13

AB - - - - : . ; - - -

Al 0,058 0,086 0,093 0,054 0,085 0,101

C - - - - - - - - - -
cC - - - - - - - - - -

CP 0,064 0,201 0,254 0,393 0,500 | 0,061 0,200 0,289 0,441 0,588

A.B: Arroz branco; A.L: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.

Apos as atividades antimicrobianas terem sido reveladas pela leitura das placas,
foram realizados os subcultivos e foi confirmada atividade bactericida (CBM) para os extratos
vegetais fermentados de arroz integral e castanha do Para na proporcdo de 50 e 25 % (v/v). Ja
a concentracao inibitoria minima (CIM) foi detectada para o extrato de castanha do Pard em
todas as concentragdes testadas e para o extrato de arroz integral a partir da diluicdo 12,5 %
(V/v).

Os extratos vegetais hidrossoluveis foram testados antes do processo fermentativo
nas mesmas dilui¢des € com 0s mesmos micro-organismos, para verificar se haveria atividade
antimicrobiana na auséncia do Kefir. Nessa andlise apenas o extrato de arroz integral
apresentou atividade antimicrobiana na propor¢do 50, 25 e 12,5 % (v/v), entretanto, no
subcultivo o efeito foi apenas bacteriostatico (CIM). Assim, pode-se afirmar que a atividade
antimicrobiana ap6s o processo fermentativo com o Kefir foi potencializada. Tal agdo

sinergista pode ser justificada pela atividade antimicrobiana observada naturalmente nos
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alimentos, devido a enzimas, proteinas, presenca de outros micro-organismos, produtos
naturais de diversas matérias-primas alimentares, que funcionam como mecanismo de defesa
(WESCHENFELDER, 2009).

Um estudo avaliou a sobrevivéncia de bactérias veiculadas pelo leite durante o
processo fermentativo do Kefir e demonstrou que o ambiente foi desfavoravel para os micro-
organismos testados (DIAS et al., 2012). Acidos organicos, latico e acético, presentes pos
fermentagdo, em resultado do uso dos carboidratos que contribuem para o decréscimo do pH,
tornam o ambiente hostil para a maioria dos micro-organismos (FARNWORTH, 2005;
MAGALHAES, 2010). Corroborando com essa informa¢io, um estudo sobre a atividade
inibitéria do Kefir mostrou que as concentragdes de tais acidos (latico e acético) eram os
responsaveis pelo efeito bacteriostatico do Kefir (GARROTE et al., 2000).

Dias et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de 60 micro-organismos
obtidos dos grdos de kefir através do teste de inibicdo com sobrenadantes contra Sa/monella
enteritidis, Salmonella typhimurium, E. coli, S. aureus e L. monocytogenes. O pH dos
sobrenadantes foi determinado antes do teste e foi repetido apds o tratamento com substancia
neutralizante (NaOH), para exclusio dos acidos organicos. Ainda assim, trés isolados
apresentaram atividade antimicrobiana, demonstrando que a acidificagdo nao ¢ o Unico fator
envolvido na inibi¢ao dos patdgenos.

Santos et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana de Lactobacillus
isolados de Kefir e observaram que estes apresentaram agdo contra varias linhagens de E. coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Shigella flexneri e Yersinia
enterocolitica, sendo sugerido pelos autores que bacteriocinas seriam responsaveis por tal
fendmeno, embora elas ndo tenham sido identificadas.

Dessa forma, os estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana do Kefir contra
cepas de micro-organismos patogénicos, verificaram que ndo s6 os acidos produzidos no
processo fermentativo, como também as bacteriocinas, sdo responsaveis por tal a¢do. No
presente estudo, € provavel que a acao tenha sido exercida pela presenga de tais bacteriocinas,
pois o tempo em que foi determinada a atividade antimicrobiana, 24 horas, o pH ndo havia

reduzido o suficiente para justificar o efeito dos acidos produzidos no meio.
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6 CONCLUSAO

Os extratos vegetais hidrossoluveis de castanha de caju, castanha do Pard, arroz
branco, arroz integral e coco apresentaram composi¢do proximal varidvel, conforme as
caracteristicas das suas matérias-primas, demonstrando um valor nutricional relevante e de
uso como substitutos aos derivados lacteos.

Com relagdo aos parametros fisico-quimicos, os extratos vegetais hidrossoluveis
pasteurizados nao apresentaram alteracdes significativas no seu comportamento ao longo da
estocagem refrigerada. As flutuagdes dos valores foram influenciadas pelas caracteristicas nao
uniformes das matérias-primas utilizadas e pela forma de obteng¢do dos extratos vegetais.
Além disso, as analises microbioldgicas ficaram dentro dos pardmetros estabelecidos pela
legislacao vigente, sendo seguros para o consumo, possibilitando seu uso nas fermentagoes.

Em relacdo aos extratos hidrossoluveis fermentados por Kefir, a composi¢ao
nutricional foi varidvel e dependente da adaptacdo dos micro-organismos ao meio.

O pH dos extratos vegetais fermentados decresceu durante o armazenamento
refrigerado, ainda que nao tenha ocorrido de forma igualitaria. Tal fato pode indicar que o
processo fermentativo tem comportamento diferente em relagdo aos substratos analisados. A
umidade, os sélidos soluveis e a cor apresentaram variagdes, assim como, 0s extratos nao
fermentados, ndo apresentando relagdo direta com os micro-organismos presentes € as
transformagoes realizadas por eles.

A carga microbiana caracteristica do Kefir pds fermentacdo ficou dentro do
exigido pela legislagdo e diferente para cada extrato, confirmando a capacidade desses micro-
organismos de se adaptarem a diferentes substratos. Ja sobre a atividade antimicrobiana dos
extratos vegetais fermentados, apenas os extratos de arroz integral e castanha do Para
apresentaram agao contra os micro-organismos testados, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

As caracteristicas nutricionais do Kefir e sua capacidade de adaptacdo em
diferentes substratos, podem apresentar beneficios ao consumidor pela presenga dos micro-
organismos, de forma acessivel a populagao. Tais propriedades podem se estender a produtos
alimenticios, agregando valor aos mesmos, atendendo a demanda por produtos mais saudaveis,
com beneficios naturais e ricos em fitoquimicos, principalmente para intolerantes ou alérgicos
aos produtos derivados de leite. Além disso, propriedades como atividade antimicrobiana

pode ser mais bem explorada para o uso em substituicao aos conservantes comerciais.
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ANEXO A — VALORES E DESVIO PADRAO DO pH

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrao do pH dos extratos vegetais pasteurizados armazenados por 20 dias sob refrigeracao (4 °C).

73

Extratos 0h 12h 24h 36 h 48 h 60 h 72h 10d 15d 20d
AB.  726+0,11°¢  726+0,42°  7,41£0,04%° 7,28+0,06%>¢  743+0,04*  7,20+0,05° 7,28+0,03*>¢  6,74+0,05°  6,55+0,02°  6,16+0,044
AL 7,34+0,05°  6,89+0,22°¢  7,08+0,12°  6,95£0,03>°  6,89+0,09°°  6,82+0,04°  6,92+0,02°¢  6,40+0,08¢  6,40+0,03¢  6,36+0,01¢

C. 6,75+0,04¢  6,71£0,01¢ 6,870,124 6,75+0,05¢  6,72+0,07¢  6,72+0,04¢  6,81£0,07%¢  6,95+0,05%¢  7,38+0,05°  7,11+0,13°
C.C.  6,73£0,02°¢ 6,71+0,03>¢  6,65+0,06%¢  6,65+£0,05%¢  6,59+0,03¢ 6,68+0,03%¢  6,68+0,04%¢  6,85+0,05°  6,81£0,07*°  6,40+0,02°
C.P. 7,23+0,04°  6,91+0,03°  7,01£0,06°°  6,98+£0,07>°  7,01+0,14>° 7,02+0,02°¢  6,97+0,02>¢  7,00+0,03*>¢  7,15+0,03*° 6,97+0,05>¢

A.B: Arroz branco; A.lL.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.

abede Médias com letras iguais na mesma linha nio diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Tabela 7 — Valores médios e desvio-padrao do pH durante os 20 dias de armazenamento sob refrigeragdo dos extratos fermentados.

Extratos Oh 12h 24 h 36 h 48 h 60 h 72h 10d 15d 20d
AB. 7,260,117 6,91£0,05* 6,29+0,13% 5,46+0,10° 5,20£0,11%¢  514+£0,05%%¢  514+0,05%9  4,79+0,09%7  5,58+0,09"  4,62+0,31f
AL 7,34£0,05° 6,63+0,04° 599+0,08° 5,96+0,43° 517+0,04%  5,12+0,09°  529+0,05%¢ 5,19+0,10% 526+0,19%¢ 5,76+0,43%4

C. 6,75+0,04* 6,26+0,10° 528+0,09° 4,13+0,04%"  3,99+0,02¢  4,00+0,01%¢  4,32+0,03¢  4,26+0,01%¢  4,29+0,02¢  4,28+0,06¢

C.C.  6,73+0,02* 6,60+0,04* 5,51+0,10° 4,60+0,10°  4,32+0,05¢  4,21+0,04%°  4,49+0,04° 4,14+0,03%" 4,00+£0,03%¢  3,93+0,03¢
C.P.  723+0,04° 6,93£0,02° 6,44+0,08° 5,43+0,04" 556+0,06°  550+0,05°  5,93+0,05%¢ 6,23£0,07°  6,25+0,06° 6,16+0,19%°

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
abede ©Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
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ANEXO B — VALORES E DESVIO PADRAO DOS SOLIDOS SOLUVEIS

Tabela 8 — Valores médios de solidos soluveis (°Brix) dos extratos vegetais hidrossoliveis pasteurizados armazenados por 20 dias sob
refrigeragao (4 °C).

Extratos Oh 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h 10d 15d 20d

A.B.  337+0,67%° 2,8+0,69%>¢ 2,23+0,25%¢ 2,83+0,15%>¢ 2,50+0,30*%%4  2,60+0,26>>4  2,7+£0,26*°¢  2,47+0,15%>4  2,33+0,06>¢  1,57+0,319
AL 5,271,108 2,6£0,57> 2,20+0,17>¢  2,2+0,17° 3,03+0,78°¢  2,57+0,83%  4,37+1,00%°  3,10+0,36>¢  4,17+0,21*°  2,73+0,46°¢
C. 2,83+0,49*  2,97+0,64° 2,43+0,61°  2,2+0,92° 1,47+0,15° 2,0340,15*  2,2340,32°  2,20+0,36*  2,13+0,35*  2,1340,66
C.C.  4,13+0,12*° 4,23+0,75*° 4,50+0,53*  3,5+0,75%°  3,20+0,20*®  3,73£0,31*"  4,23+0,49*®  3,00+0,20°®  3,37+0,06%° 3,47+0,75*°
C.P. 4,07£0,06°  4,33+0,32*  4,00£0,17*°  3,27+0,32? 3,53+0,15% 1,30£0,26°  3,13£0,06%°  2,63+0,23*®  3,80+£0,62°  3,60+1,7°

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
abe, Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Tabela 9 — Valores médios de solidos soltiveis (°Brix) durante os 20 dias de armazenamento sob refrigeracdo dos extratos fermentados.

Extratos Oh 12h 24h 36 h 48 h 60 h 72h 10d 15d 20d
A.B. 3,37£0,67°  5,2+0,25% 4,03£1,18  6,63+0,59°  3,63+1,90°  6,43x1,01*  3,57+£2,11*  490£1,20°  5,73+1,77*  6,10+0,96
AL 527+1,10%¢  2,67+0,38*0¢  2,73+1,43%%¢  567+1,55% 2,57+1,21%¢  3,67+£0,15%>¢  1,63+0,47%¢ 2,70+£1,35%>¢  2,60+0,44°¢ 5,40+1,37%¢

C. 2,83+0,49*%  3,77+1,57*  1,33+0,15%°  1,23+0,15%° 2,57+1,19%°  1,37+0,81*° 2,77+0,18*®  0,97+0,21°  2,60+1,82* 2,00+0,44*°
C.C. 4,13+0,12*  3,87+0,80*°  3,60+0,40*°  237+0,58° 2,63+0,35%°  2,53+0,93%°  3,20+0,20%°  2,57+0,70%°  3,40+0,46>° 3,83+0,81%°
C.P. 4,07£0,06°  3,27+0,87° 1,7740,95*  4,03+1,97*  1,03+0,50*°  1,90+1,22*  2,16+1,46°  1,30+0,61°  3,90+£2,65°  2,13+0,40°

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
abe, Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).



ANEXO C - VALORES E DESVIO PADRAO DA UMIDADE

Tabela 10 — Valores médios de umidade (%) dos extratos vegetais pasteurizados e armazenados por 20 dias sob refrigeracao (4 °C).
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Extratos 0h 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h 10d 15d 20d
A.B. 92,65+0,21* 92,85+0,60* 92,78+0,04* 93,03+0,48* 92,62+0,20* 92,63+0,29* 92,42+0,07* 92,51+0,08* 92,54+0,05* 92,66+0,08*
A.L 89,94+0,08* 89,91+0,25* 88,37+2,80* 90,46+0,27* 90,05+0,04* 89,92+0,17* 89,71+£0,10* 90,22+0,10* 90,07+0,21* 90,33+0,06*

C. 92,31+0,01* 93,16+0,87* 91,64+0,12* 92,97+1,02* 91,88+0,05* 91,99+1,75* 92,37+0,10* 92,94+0,61* 93,11+0,50* 91,62+0,63*
C.C. 89,23+0,44* 89,14+1,15* 87,47+0,32* 87,77£1,59* 87,76+0,08* 88,13+0,55* 87,84+0,14* 87,50+0,92* 88,48+0,33* 88,65+0,15%
C.P. 89,73+0,01* 88,01+0,71* 87,53+1,90* 87,46+0,42% 86,42+0,30* 86,93+0,45* 87,84+1,28* 89,17+2,60* 88,66+2,97* 85,90+1,73?

A.B: Arroz branco; A.L: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
ab Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
Tabela 11 — Valores médios de umidade (%) dos extratos fermentados durante os 20 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4°C).

Extratos Oh 12h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h 10d 15d 20d
A.B. 92,65+0,21* 88,16=1,022 88,63+0,09? 85,914+2,292 90,78+2,10* 67,93+7,64° 89,00+0,18* 89,92+0,932 89.48+0,132 90,07+0,05*
Al 89,94+0,08* 88,39+0,232 88,04+0,06* 84,87+1,032 88,52+0,07° 67,74+5,60° 89,632,112 88,52+0,18* 88,88+0,022 89,36+0,152
C. 89,23+0,45%"  83,32+1,35¢ 86,22+1,42%b¢ 85,21+0,49%¢ 89,01+1,00%°  72,22+3.64¢  86,59+1,10%>¢  89,15+0,67%P 89,04+0,34*°  90,24+1,27°
C.C. 92,31+£0,01*  82,04+0,13b<d 81,71+0,28%¢ 81,09+0,39¢ 82,63+£0,35%¢  533242.91°  83,08+0,28>¢  83,56+0,19>¢4  84,07£0,27°¢  84,61+0,16°
C.P. 89,73+0,0* 77,83%+2,55° 81,66+1,05%4¢  80,78+2,45%%¢  8512+1,73%0¢  51,73+3,437  84,07+0,28>¢¢  84,70+1,42%5¢  85,16+1,34%P¢  86,83+2,77%0

A.B: Arroz branco; A.lL.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.
ab Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).



ANEXO D — VALORES E DESVIO PADRAO DAS COORDENADAS DE CROMATICIDADE
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Tabela 12 — Valores médios das coordenadas de cromaticidade (L*, a* e b*) dos extratos vegetais hidrossoluveis durante 20 dias de
armazenamento sob refrigeracao (4 °C).

Extratos 0Oh 12h 24 h 36h 48 h 60 h 72 h 10d 15d 20d
L*  66,98+3,44%°  57,97+£3,02%¢  72,19+4,06° 58,98+3,20°  61,18+0,58%¢  60,04+1,75>  58,89+1,63¢ 72,27+1,00° 73,23+0,35*  73,85+1,95°
A.B. a* -1,76+0,17°¢  -1,44+0,16°¢ -1,31+£0,24°  -1,57+0,18>  -2,44+0,06° -0,58+0,11?2 -0,29+0,07* -1,79+0,14%¢  -1,91+0,09%¢  -3,07+0,30f
b* -1,07+£0,06°  -0,05£0,06%¢  0,67+0,15>¢4  -0,23£0,98%"  1,52+0,08**  0,25+0,14%¢¢  0,01£0,04%¢  0,79+0,04>4 1,73£0,02¢  0,80+0,125¢4
L* 65,84+1,31*  56,49+1,36>¢  65,15£1,11°  53,7042,09>  58,73+1,70°  50,91+£3,21°¢ 54,39+ 2,09>¢  65,05+0,66° 67,83£1,14*  62,83+1,72°
AL a* -3,76+2,89b -0,46+1,31* 0,234+0,21% -1,00+£0,08%>  -2,13+0,13*®  -0,21+0,24* -0,09+0,49* -1,01£0,03%>  -1,72+0,32%°  -1,48+0,62%°
b* 8,79+0,38¢ 8,30+0,27°¢ 11,06+0,27° 7,59+0,58¢¢ 8,45+0,34¢°4 7,21+0,21¢ 8,49+0,39¢°¢ 10,87+0,24° 11,13£0,24°  12,20+0,37%
L* 51,40£1,98° 59,462,374 66,02+0,64° 76,47£0,55*  62,00+2,22%¢  64,58+0,29%  75,37+0,59°  60,99+0,40>4  5553+2.48%¢  71,96+0,152
C. a* -7,36+0,23" 1,07+0,05* -0,16+0,31¢ 0,03+0,15¢ 0,71+0,06%>¢  0,63+0,04"¢ 0,60+0,04° -0,25+0,08¢ -0,38+0,09¢  -1,16+0,05¢
b* 9,754+0,51* 1,07£0,29%¢  0,39+£0,09%4ef  0,97+0,05%4f  0,46+0,04°¢<f  0,05+0,11¢ 1,13+0,064 0,04+0,58¢ 0,27+0,06%f  3,19+0,10°
L* 44,63+1,98¢  55,62+4,81>  66,59+£5,20%°  73,79+£3,50*  61,53+£2,02>¢  60,81+£2,90%  72,08+1,88%  60,25+0,57>¢  57,05+0,94>¢  71,37+0,27%
C.C. a* -6,11+0,25¢ 0,59+0,15%> 0,58+0,312> 0,65+0,25%P 0,25+0,26%° 0,73+0,08* 0,57+0,19%P -1,01+0,21°¢ -0,84+0,15°¢ 0,07+0,05°
b* 11,54+4,98*>  8,66+1,03%° 10,68+1,07%  12,05+0,53%>  9,30+£1,04%>  9,17+0,50**  11,63+0,212° 7,43+0,18° 7,92+0,27%°  11,98+0,132°
L* 56,37+0,62F  58,42+1,77%f  72,50+3,81%¢  7822+1,75**  66,63+£1,47%¢  64,34+2,77%  79,6442,16°  64,34+1,13%¢  59,36+0,39%1 73,44+],48°
C.P. a* -9,1540,57° 0,16+0,19* -0,40+0,02° -0,31+0,13¢ 0,26+0,08? 0,03+0,18* -0,02+0,20? -0,37+0,09? -0,23+0,03*  -0,31+0,23%
b* 10,58+0,98*  3,16+0,45%f  4,26+0,544 4,68+0,39>¢  3,56+0,08%%¢  2,69+0,27%1  4,74+0,14%¢ 2,07+0,30f 2,99+0,194¢f  5,6540,25°

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.

a,b,c,d,e

Meédias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).



Tabela 13 — Valores médios para as coordenadas de cor (L, a* e b*) durante os 20 dias de armazenamento sob refrigeragdo dos extratos
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fermentados.
Extratos Oh 12h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h 10d 15d 20d
L 66,98+3,44°¢ 80,52+4,95%  73,584+2,93%>  73,48+0,61¢ 75,50+1,42%0 77,95+1,39%>  77.38+0,74*®  79,57+1,76*°  77,22+0,64%>  77,66+0,89*0
A.B. a*  -1,76+0,17%¢ 2,82+0,282 2,72+0,242 2,05+0,24%> 0,34+1,445¢ 0,84+0,34>  -0,52+1,39%%¢  .2.27+0,18° -1,66+0,09¢¢ -0,37+0,15¢4
b*  -1,07+0,06° -8,47+0,69°  -7,39+0,45%¢  -729+0,24%  -4,08+3,-59>¢d  _6,52+0,33%¢  _2,10+3,04>0¢ 0,88+0,26* 0,68+0,122 -5,35+0,53%4¢
L 65,83+1,31°¢ 76,66+1,86%° 72.27+3.07>¢  76,1143,25%P 75,11+2,74%b 82,37+2,46° 78,8+3,57%b 81,01+2,78*0  77,78+3,17%> 79,4941 ,60%0
Al a*  -2,05+0,13%¢ 2,15+0,202 1,80+0,08?2 1,78+0,182 1,12+0,18%P 0,42+0,22%>¢  .0,48+0,89P¢4 .2 58+0,19°  -0,53+2,02b¢d  1,20+0,05%d¢
b* 8,79+0,38? -2,59+0,414 -2,22+0,624 -2,97+0,174 -2,13+0,774 -1,62+0,48¢4 1,21+£3,03¢ 5,8240,20° 5,5140,04° -1,00+0,20°4
L 51,40+1,98° 73,99+2,79*  71,05+4,00*  73,88+2,142 75,44+2 .78 74,94+1,682 77,09£1,93*  72,36+10,60*°  79,11+0,452 75,15+£2,30°
C. a* -7,36+0,23¢ 2,34+0,812 2,05+0,442 1,24+0,20%° 1,061,780 0,90+0,22%b -1,43+0,10°4 -2,71+0,354 -1,41+0,90°4 -0,18+0,05b¢
b* 9,75+0,51? -5,91+0,74¢ -5,70+1,56°¢ -7,45+0,53°¢ -5,71+3,23¢ -6,01+0,41°¢ -0,41+0,69° 1,18+0,04° 0,4240,06° -4,96+0,24°
L 44,63+1,98° 75,65€1,57* 82,05£2,43*  75,38+3,85% 79,00+2,09% 76,13+0,822 78,67£3,06* 82,01+3,61° 82,67£3,10° 80,20+2,032
C.C. a* -6,11+0,25f 1,75+0,13? 1,31+0,092 1,26+0,51%° 0,56+0,115¢ -0,05+0,25°¢ -1,50+0,174 -2,46+0,33°¢ -1,55+0,114 -1,03+0,274
b* 11,54+4,972 3,33+0,21%¢  4,72+0,585¢ 1,92+1,50¢ 0,99+0,53° 5,1840,31¢ 3,40+0,175¢ 4,91+0,55¢ 3,76+0,86%¢ 6,52+0,49°
L 56,37+0,62°¢ 76,04+1,20%°  78,00+1,312>  73,42+1,982P 70,07+8,34b 73,88+1,40%°  76,84+4,20**  80,66+2,58*"  80,33+2,85%>  75,31+0,24*b
C.P. a*  -3,49+10,38* 1,370,412 0,92+0,282 0,91+0,40* 1,17+0,052 0,27+0,21 -1,61+0,61? -2,48+0,30* -1,77+0,482 -0,82+0,10*
b* 10,58+0,98* -0,37+0,65¢  1,51+0,20%¢¢  0,75+1,41%¢ -3,74+0,71¢ 2,38+0,56%¢ 2,02+0,27%¢ 3,32+0,75° 2,79+0,34b¢ 3,36+1,220

A .B: Arroz branco; A.L.: Arroz integral; C.: Coco; C.C.: Castanha de caju; C.P.: Castanha do Para.

a,b,c,d,e

Meédias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).



