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RESUMO

No cenério atual, hd um aumento por parte dos consumidores pela busca de alimentos com foco
na saudabilidade e seguranca. Aumentando assim, o interesse pelos chamados alimentos
funcionais, responsdveis por proporcionar efeitos benéficos a saide, por parte das industrias e
produtores de alimentos, objetivando atender as necessidades e interesse dos consumidores,
destacando-se os probidticos. Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo o
desenvolvimento de pos a base de polissacarideos microbianos provenientes de Graos de Kefir
de 4gua e de leite, que foram submetidos a caracterizagdo fisico-quimica, microbiolégicos e
testes de seguranga ndo clinica in vivo utilizando Danio rerio. Os graos recebidos por doagao
foram submetidos ao processo de liofilizacdo para a obtengdo das amostras em p6 de Graos de
Kefir de 4gua (GKA) e de leite (GKL) e caracterizados. Foi verificado melhor perfil nutricional
para GKL, com porcentagens maiores de lipideos (9,17 %) e proteinas (18,59%) ¢ ambos
apresentaram alta porcentagem de carboidratos. Para parametros de Aw, So6lidos soluveis, pH e
Acidez, os parametros se mantiveram conforme relatado na literatura cientifica. As amostras
apresentaram qualidade microbiologica satisfatdria quanto a presenca de patdogenos. As maiores
contagens de microrganismos ocorreram para os GKL (bactérias acido-laticas 1,1 x 10 *UFC/g)
e GKA (bactérias acido-acéticas 4,0 x 10 2). O teste de atividade locomotora frente ao Zebrafish
(Danio rerio) ndo constatou a¢dao das amostras sobre a atividade locomotora dos animais, além
de nao ter sido observada nenhuma morte durante 96 horas, caracterizando as amostras como
seguras para o consumo humano. As amostras apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
significativamente diferentes, sendo seguras para o consumo humano do ponto de vista
microbiologico e toxicologico, fornecendo assim novas informagdes acerca dos graos de kefir

para possiveis aplicagdes.

Palavras-chave: graos de kefir; caracterizagdo microbiologica; alimentos funcionais;

probidticos.



ABSTRACT

In the current scenario, there is an increase on consumers looking for food with a focus on
health and safety. Then, increasing the interest in the functional foods, responsible for providing
beneficial effects on health, by food industries and producers, aiming to meet the needs and
interests of consumers, probiotics stand out in this food group. Thus, this study aimed to develop
powders based on microbial polysaccharides from water and milk kefir grains which were
selected for physical-chemical, microbiological and non-clinical safety tests in vivo using
Danio rerio. The grains received by donation were submitted to the freeze-drying process to
obtain water kefir (GKA) and milk (GKL) grains powder samples and evaluated. A better
nutritional profile was verified for the GKL, with higher percentages of lipids (9.17%) and
proteins (18.59%) and both with a high percentage of carbohydrates. For Aw, Soluble Solids,
pH and Acidity parameters, the parameters were maintained as reported in the scientific
literature. The samples showed satisfactory microbiological quality for the presence of
pathogen. The highest counts of microorganisms occurred for GKL (lactic acid bacteria 1,1 x
10 6 CFU/g) and GKA (acetic acid bacteria 4,0 x 10> CFU/g). The locomotor activity test against
Zebrafish (Danio rerio) did not show any action of the samples on the locomotor activity of the
animals, in addition to not having observed any death during 96 hours, characterizing the
samples as safe for human consumption. The samples showed significantly different
physicochemical characteristics, being safe for human consumption from a microbiological and
toxicological point of view, thus providing new information about kefir grains for possible

application.

Keywords: kefir grains; microbiological characterization; functional foods; probiotics.
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1 INTRODUCAO

A demanda atual por alimentos engloba fatores cada vez mais complexos, dentre
eles fatores ligados a seguranca e saudabilidade. Isso ¢ devido ao aumento da percepcao dos
consumidores sobre os efeitos prejudiciais de uma alimentagdo desregrada e desequilibrada,
aumentando a busca por produtos que possam impactar na manuten¢do e melhoria da satde.
Assim, ha atualmente um crescente interesse por parte dos consumidores por alimentos e
bebidas funcionais (BALOGH; KOSZEGI; HOYK, 2020). Segundo Azizi et al. (2021), as
vendas globais para esta categoria de produtos foram estimados em US$ 377,8 bilhdes de
dolares. Dentre os alimentos funcionais, os alimentos probidticos destacam-se entre 0s mais
estudados, estimulando investimentos no desenvolvimento desses alimentos para que possam
atender a demanda dos consumidores (GRANATO et al., 2019).

A diferenciagdo entre alimentos fermentados, probidticos e funcionais causam
davidas aos consumidores. Os alimentos probidticos sao constituidos por microrganismos vivos,
especificos, que, quando consumidos em quantidades adequadas, sdao associados a beneficios a
saude do consumidor, enquanto os alimentados fermentados passam por um processo
fermentativo, no qual microrganismos sdo os responsaveis pelas modificagdes do produto, com
uma microbiota diversificada, vidveis ou nao no produto final. J& os alimentos funcionais
formam um grupo de alimentos formados por subgrupos, identificados pelo seu principal
componente, como fibra alimentar, 4cidos graxos poliinsaturados, fitoquimicos, probidticos,
dentre outros. Assim, os alimentos probidticos sdo uma categoria de alimentos fermentados,
também definidos como alimentos funcionais (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018; YADAV
etal.,2022).

Isso coloca os graos de Kefir em destaque devido a seus inimeros beneficios
relatados em pesquisas cientificas, possuindo em sua composi¢ao 0s probidticos € compostos
bioativos. Além disso, o Kefiran, um exopolissacarideo relatado como principal constituinte
dos graos, produzido por bactérias do género Lactobacillus, ¢ uma das caracteristicas que
agregam valor aos graos de Kefir, pois estudos mostram sua ac¢do antibacteriana, antifungica e
propriedades antitumorais (DONG et al., 2018).

Estudos comparativos das caracteristicas de graos de Kefir de leite (GKL) e dgua
(GKA) sao importantes, uma vez que pesquisas a respeito dos GKL e principalmente produtos
derivados deles ja sdo amplamente divulgados no meio cientifico, ndo ocorrendo o mesmo para

0s GKA e seus derivados ou mesmo para a comparagdo entre ambos, o que deixa uma lacuna a
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ser preenchida tanto no meio cientifico como para os consumidores (GOKIRMAKLI; GUZEL-
SEYDIM, 2022).

Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo a caracterizacdo acerca de
parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e toxicoldgicos de pdés de GKL e GKA, além da
comparacdo entre esses parametros, alcangcando mais informagdes acerca do tema para

conhecimento cientifico e utilizacdo das amostras em produtos alimenticios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver pos a base de polissacarideos microbianos (Graos de Kefir de agua e

de leite) e realizar a caracterizagdo fisico-quimica, microbioldgica e toxicologica.

2.2 Objetivo especifico

e Realizar a liofilizagdo dos graos de Kefir de dgua e de leite;

e Avaliar as propriedades fisicas e quimicas do material em po;

e Avaliar as caracteristicas microbioldgicas do material em po;

e Avaliar a toxicidade por meio de testes in vivo utilizando Danio rerio (Teste de

Campo Aberto e Toxicidade aguda) dos pos obtidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Alimentos fermentados

Os alimentos fermentados sdo resultantes de processos fermentativos, que em uma
definicdo geral podemos dizer que se trata de um processo bioquimico, o qual ocorre devido a
utilizacdo dos componentes do alimento por microrganismos, a maioria realizando a
decomposi¢do de carboidratos, para a obtengdo de energia em circunstancias de anaerobiose.
No entanto, ha diversos tipos de fermentagdo, como fermentagdo alcoolica, fermentacao acido
latico, acido butirico, acido propidnico e acido acético, os quais geram produtos finais distintos,
dependendo nao somente do processo como também do substrato utilizado e da espécie do
microrganismo. Entre os compostos formados podemos citar: diéxido de carbono, etanol,
acidos organicos, dentre outras substancias (VOIDAROU et al., 2021).

O processo de fermentagdo, embora nio se saiba precisamente quando foi usado
pela primeira vez, por muito tempo foi utilizado como principal método de preservacao dos
alimentos, sendo utilizado por quase todas as culturas pelo mundo e assim estando presente nas
mais diversas culturas, tradi¢des e paises (KIM et al., 2016; MARCO et al., 2017). Além da
preservacdo, o processo fermentativo em alimentos esta associado ao aumento da qualidade
organoléptica, qualidade nutricional e a efeitos benéficos para a satide. Mesmo possuindo
impacto no bem-estar € em doengas gastrointestinais, seus beneficios para a satide ou consumo
recomendado ndo foram amplamente incluidos nas diretrizes alimentares mundiais,
provavelmente em funcdo de seus principais efeitos benéficos a satide serem atribuidos aos
probidticos, presentes em muito desses alimentos, abrindo caminho para o estudo dos alimentos
probidticos mais especificamente (BELL ef al., 2018; GILLE et al., 2018).

Diversas sdo as matérias-primas utilizadas no processo de fermentagado e criacdo de
novos produtos. Dentre eles podemos citar: carnes, peixe, laticinios, frutas, legumes, cereais
dentre outros e a utilizacdo de bactérias, leveduras e fungos (SOEMARIE; MILANDA;
BARLIANA, 2021).

3.2 Probioticos

Nas ultimas décadas, as pesquisas sobre probidticos tiveram um grande

crescimentos nas industrias alimenticias e farmacéuticas devido as evidéncias de que o micro

bioma intestinal humano possui um papel importante na satde humana, além de diversas
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doengas serem ligadas ao déficit dessas bactérias benéficas no intestino (VERLHAC et al.,
2020). Estima-se ainda que o mercado de probidticos esta projetado para atingir US$ 77 bilhdes
até¢ 2025 (VOIDAROU et al., 2021).

Pode-se considerar que a historia dos probidticos inicia-se com a histéria do
consumo de alimentos fermentados. Em um primeiro momento, Elie Metchnikoff, um
pesquisador russo, sugeriu que o consumo de yogurt seria o responsavel pela saude de povos
camponeses bulgaros e que a saude poderia ser melhorada ao se consumir bactérias boas pela
modificagao do microbioma intestinal. Somente anos mais tarde, Ferdinand Vergin introduziu
o termo “probiodticos” (YADAV et al., 2022).

A distin¢do entre alimentos fermentados e probidticos gera uma grande confusao
nos consumidores. Os fermentados possuem uma microbiota diversificada, que pode ou nao
conter probidticos, podendo estar viaveis ou nao, enquanto os alimentos probioticos sdo
constituidos por microrganismos vivos, especificos, que, quando consumidos em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saide (BELL et al., 2018; FAO/WHO, 2002). Essa ¢ a
definicdo atualmente aceita internacionalmente e utilizada pela legislagdo brasileira (BRASIL,
2018).

Diferentes tipos de bactérias, como as do género, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Bacillus, e leveduras ou fungos, como a Saccharomyces e Aspergillus, Candida
sao usados como probiodticos. Dentre os microrganismos probioticos, os pertencentes ao género
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo os maiores alvos de estudo e assim os mais utilizados
industrialmente, tanto em alimentos quanto em medicamentos. H4 uma intensa busca por
aplicagdes de probidticos em diferentes produtos para diversificar o consumo e a promogao de
saude (SOEMARIE; MILANDA; BARLIANA, 2021)

Dentre os diversos beneficios amplamente discutidos e atribuidos ao consumo de
probioticos, tem-se o controle e tratamento de doengas inflamatérias intestinais, diversas
doengas gastricas e entéricas, alivio de pacientes com doengca de Crohn, controle de
determinadas alergias, prevencao e tratamento de infec¢des do trato urinario e ao controle e
reducdo de niveis de colesterol no sangue (VOIDAROU et al., 2021).

No entanto, para ser classificado como probiodtico, os microrganismos devem
atender a alguns requisitos como: sobreviver as condi¢des gastrointestinais, um ambiente acido
€ com exposicao a sais biliares encontrados no corpo humano, até a chegada ao intestino; ter
uma boa capacidade de absor¢do no intestino; ter uma ligagdo clara com algum marcador de
saude em ensaios clinicos; ser metabolicamente ativo no intestino e apresentar atividade

antimicrobiana; ser constituinte da microbiota do aparelho digestivo humano. Além disso, tendo
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em vista que € comum a incorporagdo de probidticos em alimentos, eles devem permanecer
vidveis durante todo o processo tecnoldgico com propriedades ndo afetada pelo periodo de
armazenamento em quantidade suficiente para garantir uma dosagem precisa e boa estabilidade
do produto, resistindo as interagdes com a matriz transportadora. Para isso diversas técnicas sao
empregadas para aumentar a estabilidade quimica e o tempo de prateleira (GRANATO et al.,
2019).

Os mecanismos conhecidos para explicar a acdo dos probioticos contra as doengas
intestinais sdo a coloniza¢do do intestino, inibindo a adesdo na superficie intestinal por
patégenos e a interagdo entre eles, a competi¢do por nutrientes e a producdo de diversas
substancias inibitorias, como acidos organicos, acidos graxos de cadeia curta, didéxido de
carbono, peroxido de hidrogénio, acetaldeido, acetoina, diacetil, bacteriocinas e substancia

semelhantes as bacteriocinas (YADAV et al., 2022).

3.3 Alimentos funcionais

Nao ha uma defini¢do comum para todos os paises acerca dos alimentos funcionais,
porém a defini¢do mais aceita estabelece que sdo alimentos, que além de suas fungdes basicas
de nutrir, visando obtencdo energética para o funcionamento e crescimento do organismo,
produzem efeitos metabolicos ou fisiologicos benéficos a satide, sendo consumido como parte
da dieta usual e seguro para consumo sem supervisao médica (GRANATO et al., 2019; NAZIR
et al., 2019). Alguns autores explicitam a capacidade de prevenir doengas e melhorar a saude
fisica e mental, ajudando na promocao de condigdes ideais de satide, reduzindo os riscos de
uma ou mais doengas ndo transmissiveis. No Brasil a legislacao ndo define alimentos funcionais
e sim alega¢do de propriedade funcional e de satde, ndo sendo permitidas alegagdes que fagam
referéncia a cura ou a prevencao de doencas (STRINGHETA et al., 2007).

Apesar das divergéncias de defini¢cdes e regulatorias, as alegagdes feitas para os
alimentos devem ser comprovadas na grande maioria dos paises por ensaios clinicos como:
ensaios randomizados, duplo-cegos e controlados por placebo, para estabelecer a eficacia
funcional, ensaios que atestem a segurancga toxicoldgica, ou devem ser amplamente explorados
na literatura cientifica, restringindo assim o uso generalizado do termo (GRANATO et al., 2019)

Esse termo foi utilizado pela primeira vez no Japao em 1980 e desde entdo vem
sendo expandindo e modificado. No Japdo, os alimentos funcionais, chamados de alimentos
com alegagdes de saude, sdo regulamentados e supervisionados mediante um processo de

aprovacao regulatério especifico que comprove a sua eficacia como promotores de saude,
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existindo atualmente doze grandes categorias, dentre as quais destacam-se: fibra alimentar,
acidos graxos poliinsaturados, aminoacidos, peptideo, fitoquimicos e antioxidantes, probidticos

e outros (YE; GEORGES; SELOMULYA, 2018).

3.4 Graos de Kefir

Os graos de kefir sdo responsaveis pela fermentacao do leite para producao da
bebida denominada Kefir. Diferentes leites podem ser usados, produzindo uma bebida
fermentada, acida, levemente alcodlica, também conhecida por nomes como kefyr, képher,
knapon, kefer, kepi, em paises da Europa. Embora ndo haja registros sobre a origem dos
primeiros graos de kefir para sua produgdo, ¢ produzido ha centenas de anos nas montanhas do
norte do Caucaso e comegou a ser fabricada industrialmente pela primeira vez no final do século
XIX na antiga Unido Soviética, sendo atualmente produzida mundialmente. (KESENKAS;
GURSOY; OZBAS, 2017; FARAG et al., 2020).

O kefir popularmente produzido ¢ de origem lactea, devido a fermentagdo do leite,
mas pode ser de origem ndo lactea, devido a fermentacdo de outras matrizes alimentares, que
sejam fontes de acucares, como frutas e vegetais, destacando-se a fermentagdo de solugdes
formadas tdo somente por agua e agucares. Assim, os graos costumam ser chamados de graos
de kefir de leite (GKL) e graos de kefir de d4gua ou graos de kefir de agucar (GKA) devido as
matrizes fermentadas, como forma de diferenciacdo. A origem dos GKA possui teorias incertas
e assim como os GKL sdo comumente passados por geragdes ou repassados entre diferentes
pessoas para a produgdo artesanal da bebida fermentada, embora sejam produzidas
industrialmente, em menor propor¢ao quando comparado a matriz lactea, em alguns paises da
Europa, Asia e América do Norte. A produgio de Kefir com GKA representa, uma alternativa
saudavel para consumidores com requisitos especificos como veganos, intolerante a lactose e
pessoas com alergia a proteina dos laticinios (PENDON et al., 2021).

As bebidas formadas por esses graos possuem diferentes caracteristicas como
consequéncia da diferenca de composi¢ao dos graos. Os graos de kefir de leite possuem formato
granular irregular, tamanho pequeno, diametro entre 0,1 e 2,0 cm com aspecto de flores de
couve-flor, semirrigidos, gelatinosos € com coloragdo variando entre branco a levemente
amarelado (VIANA et al., 2017). Enquanto, os graos de kefir de agua possuem formato que se
assemelham a cristais de sal, sdo translicidos, possuindo colora¢do dependentes da matriz
fermentada, variando do cinza ao marrom, com consisténcia rigida e tamanho variando entre

alguns milimetros a centimetros (GUZEL-SEYDIM; GOKIRMAKLI; GREENE, 2021).



18

Figura 1 - Graos de Kefir.

Legenda: da direita para a esquerda: Graos de kefir de 4gua e graos de kefir de leite. Fonte: Kefir.com,
(2016)

Os graos sao uma matriz complexa formada por uma variedade de microrganismos,
crescendo em simbiose e substancias formadas principalmente pelo metabolismo de alguns dos
seus microrganismos. Graos de diferentes origens sdo relatados na literatura, possuindo uma
composicdo microbiana variada. Estdo presentes em sua maioria as bactérias acido-laticas
(BAL), e segundo alguns autores hé a presenga ou ndo de bactérias acido-acéticas e leveduras
que crescem envoltos do polissacarideo extracelular secretado por determinados géneros
especificos de Lactobacillus presentes. O Brasil ¢ um dos paises em que se observa a presenca
dominante de bactérias 4cido-laticas na composicdo dos graos, em especial o género
Lactobacillus, e espécies L. helveticus, L. casei, L. kefiri (PLESSAS et al., 2017).

Nos GKL, as leveduras presentes sdo, principalmente, as fermentadoras de lactose,
Kluyveromyces marxianus, e ndo fermentadoras de lactose, Saccharomyces exiguus. As
bactérias responsaveis pela produgdo do principal exopolissacarideos (EPS) sdo Lactobacillus
kefir e Lactobacillus kefiranofaciens, L. kefirgranum e L. parakefir. Esse EPS ¢é o principal
constituinte dos graos, formado por glicose e galactose, chamado Kefiran, soluvel em agua,
contendo quantidades aproximadamente iguais de glicose e galactose e 127 unidades de hexoses.
Um outro composto presente em menor quantidade ¢ o pentassacarideo conhecido como
kefirose. Além dos microrganismos presente, o Kefiran ¢ uma das caracteristicas que agregam
valor aos graos de Kefir, pois estudos mostram sua acdo antibacteriana, antifungica e
propriedades antitumorais (DONG et al., 2018).

Para os GKA ¢ relatado a presenca, como componente principal, o

exopolissacarideo dextrano, produzidas pelas bactérias Lactobacillus casei, Leuconostoc
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mesenteroides, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus hordei e Lactobacillus hilgardii, possuindo
divergéncia entre os autores quanto a principal espécie responsavel pela producao. Esse EPS ¢
um homopolissacarideo composto de glicose. Possuindo caracteristicas como alta estabilidade
e solubilidade, sendo amplamente utilizada em diferentes ramos da industria, té€xtil, quimica,

médica, farmacéutica e alimenticias (FELS ez al., 2018).

3.5 Mercado de producio de kefir

A demanda atual por alimentos engloba fatores cada vez mais complexos e
abrangentes, como a sustentabilidade da produgdo e processamento, fatores ligados a seguranga,
frescor e saudabilidade, aumentando custos e todo o trabalho envolto na producao de novos
produtos. Aliado a isso, ha atualmente um crescente interesse por parte dos consumidores por
alimentos e bebidas funcionais (BALOGH; KOSZEGI; HOYK, 2020). Segundo Azizi et al.
(2021), as vendas globais para esta categoria de produtos foram estimados em US$ 377,8
bilhdes de dolares.

Nas ultimas décadas, os alimentos probidticos encontram-se entre os alimentos
funcionais mais estudados, o que os torna tdo populares na midia social e consequentemente
estimula os produtores de alimentos a investirem recursos no desenvolvimento desses alimentos
para que possam atender a demanda dos consumidores (GRANATO et al., 2019). Isso coloca o
Kefir em destaque devido a seus inimeros beneficios relatados em pesquisas cientificas.

Grandes empresas produtoras de Kefir podem ser encontradas no EUA, Reino
Unido, Canada, Italia, Austria, possuindo produtos como bebidas a base de leite e de agua,
cremes, mix de sementes e frutas, smoothie, todos fermentados com Kefir, além de alguns pos
produzidos com grios desidratados, e suplementos alimentares contendo granulos liofilizados
de Kefir e fermentos lacteos vivos selecionados. Havendo assim, um grande mercado a ser
explorado em outros paises, além da necessidade de uma diversificagao de produtos produzidos
abase de graos de Kefir. Duas das maiores empresas de kefir conhecidas sdao a Lifeway e Evolve
Kefir. A primeira possui produtos que podem ser obtidos nos Estados Unidos, Canada e Gra-
Bretanha, todos eles a base de bebidas congeladas e queijo, enquanto a segunda empresa possui
como produto principal um smoothie, yogurt, CocoKefirLLC, que fornece bebidas a base de
agua de coco cultivada com uma mistura de probioticos, dentre outros produtos (PRADO et al.,
2015).

Para a produgdo comercial de Kefir, utiliza-se basicamente dois métodos: método

conhecido como russo e as culturas puras. No primeiro caso, ¢ utilizando um processo de
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fermentagdo em série, iniciando com a fermentagcdo dos graos. O segundo método emprega
culturas puras isoladas de graos de kefir ou culturas comerciais. O uso direto de graos
costumava gerar problemas quanto ao transporte, armazenamento ¢ concentragao de células,
fato esse que mudou gragas a utilizagcdo de processos de secagem, como a liofilizagao e outros
processos em nivel comercial para o uso de grios (NIELSEN; GURAKAN; UNLU, 2014;
NEFFE-SKOCI; RZEPKOWSKA; SZYDLOWSKA, 2018)

Além dos estudos de diferentes formulagdes da bebida Kefir, ha uma gama de
estudos da utilizagdo dos graos para a producdo de produtos diversos, nos quais se observa a
presenca de propriedades semelhantes as vastamente demostradas para as bebidas, como
ocorreu o uso de graos de kefir como agente de fermentacdo em paes, incentivados pela agao
antimicrobiana dos graos, produzindo um produto com maior tempo de prateleira (SAXAMI,
2014). Outros estudos revelam ainda que, por exemplo, hd uma estrutura de graos estivel e
microbiota dominante, incluindo bactérias probidticas ao usar soro de leite como substrato. O
soro de leite fermentado mostrou ainda ser um meio crioprotetor adequado durante a liofilizagao.
A cultura liofilizada mantém uma alta taxa de sobrevivéncia e apresenta boa atividade
metabolica e eficiéncia de fermentacao, indicando um bom potencial para seu uso como cultura
inicial de valor agregado na tecnologia de laticinios. Todos esses estudos mostraram
perspectivas promissoras para a aplicacdo de graos de kefir em estratégias de valorizacdo de
produtos (AZIZI et al., 2021; PRADO et al., 2015).

Os beneficios para a saude associados ao Kefir estdo relacionados a presenca de
microrganismos probidticos presentes na bebida e graos, e a uma gama de compostos bioativos
produzidos durante o processo fermentativo. Por isso, nos ultimos anos, varios estudos sobre
esses compostos associadas ao kefir sdo relatados em trabalhos cientificos (AZIZI et al., 2021).
Dentre os efeitos benéficos para a saude relatados na literatura podemos citar: o efeito anti-
hipertensivo a partir de cepas bacteriana isolada do Kefir de leite (BRASIL et al., 2018), efeitos
antidiabéticos a partir do consumo da bebida lactea fermentada (TISS et al., 2020) e do
consumo do Kefir de agua como probidtico (ALSAYADI et al, 2014), o efeito
imunomodulador do exopolissacarideos produzido por Lactobacillus kefiranofaciens
(VINDEROLA et al., 2006) e aumento da atividade de enzima antioxidantes (BENSMIRA;
JIANG, 2015). Além da modulagdo da microflora, a melhora da satide gastrointestinal, a
protecao contra infecgdes e doengas inflamatorias intestinais, o aumento da resposta imune e
efeitos antimicrobianos, amplamente abordados na literatura (MENG; ZHANG; LU, 2017;
EBNER et al., 2015).
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3.6 Liofilizacao

A liofilizagdo ¢ o processo no qual a agua ¢ retirada do material, passando-a
diretamente de seu estado sélido para vapor (sublimagdo). O processo ¢ baseado em uma
“secagem a frio” envolvendo trés fases basicas: a primeira ¢ o congelamento, seguido da
secagem primaria, sublima¢do, e secagem secundaria, dessor¢do. Esse processo ¢ utilizado
quando se deseja manter a qualidade do produto, seja qualidade biologica, nutricional ou
organoléptica e por isso ¢ usando em produtos farmacéuticos e alimenticios, melhorando sua
estabilidade ao armazenamento (NOWAK; JAKUBCZYK, 2020). Embora possua custos mais
elevados quando comparados com outros formas de desidratagdo, ¢ amplamente utilizado para
o0 transporte, armazenamento e preservagao de probidticos e culturas iniciadoras nas industrias
de laticinios e organizacgdes que trabalham com microrganismos de referéncias padrao, devido
a qualidade obtida dos resultados (MORGAN et al., 2006).

Considera-se que a liofilizagdo ¢ um processo complexo no qual a sobrevivéncia
das células microbianas pode ser afetada por muitos parametros fisico-quimicos e biologicos e
por isso ndo sdo todos os microrganismos que podem ser preservados utilizando esse método.
Entre os fatores considerados de maior influéncia sobre o processo, temos: a temperaturas de
congelamento, sublimagdo e descongelamento, grau de desidratagdo alcangado, meio de
reconstituicdo e tempo e condigdes de armazenamento, reidratacdo, além da concentragdao

celular inicial e idade das células (POLO et al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

Para a realizacdo deste trabalho, foram obtidas amostras de graos de Kefir doadas
voluntariamente na cidade de Fortaleza - CE, provenientes de duas fontes diferentes. Os graos
de Kefir coletados foram: graos de kefir de 4gua, provenientes da fermentagao da solugdo agua
e acucar mascavo a 10%, e graos de kefir de leite, provenientes da fermentacdo em leite de
diferentes tipos. As amostras foram armazenadas congeladas em freezers no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos (LMA) do Departamento de Engenharia de Alimentos, localizado na
Universidade Federal do Ceara (UFC) para a posterior liofilizacdo dos graos, obtengdo do po e a

realizacdo de analises fisico-quimicas e microbioldgicas.

4.2 Obtencio dos pos dos grios de kefir

Os pods foram obtidos por meio de processo de liofilizagdo, segundo a metodologia
Nunes (2020). As amostras de kefir foram congeladas a — 20°C e liofilizadas por 48 horas a —
50 °C. O processo de liofilizag¢ao foi realizado no Laboratorio de Processos Agroindustriais da
Embrapa Agroindustria Tropical. Finalizado o processo de liofilizagdo, as amostras foram
trituradas em almofariz e armazenadas em frascos estéreis envolvidos em papel aluminio para

a conservacao do material.

4.3 Caracterizacio fisico-quimica dos pos dos grios de kefir

4.3.1 Composigdo centesimal

As analises para determinacdo da composicdo centesimal foram realizadas em
triplicata, segundo as metodologias propostas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), no
Laboratorio de Frutos e Hortalicas do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

A determinacdo composicao centesimal ou percentual dos componentes dos
produtos alimenticios inclui a determinagdo de: cinzas, umidade, carboidratos, lipidios e

proteinas em 100 g do produto de alimentos.
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4.3.1.1 Determinacgdo de umidade

A determinacao de umidade foi realizada por aquecimento direto, baseando-se na
perda de peso da amostra em estufa a temperatura de 105 °C. Inicialmente, foram pesadas 2
gramas de cada amostra, em capsulas de porcelana previamente aquecidas e taradas, e levadas
para a estufa por trés horas consecutivas. Em seguida, as amostras foram resfriadas em
dessecador até temperatura ambiente, sendo entdo pesadas e o valor anotado. As operacoes de
aquecimento em estufa, por uma hora, resfriamento e pesagem foram repetidas até que o peso
dos cadinhos contendo as amostras se mantivesse constante (IAL, 2008). Para o calculo do teor

de umidade, utilizou-se a Equacdo (1).

Peso inicial) - (Peso final
Umidade (%) = © ) - ) <100 (1)
Peso inicial

Onde:
Peso inicial: representa o peso inicialmente pesado da amostra em gramas;

Peso final: representa o peso da amostra ao atingir peso constante, em gramas.

4.3.1.2 Determinacdo de cinzas

A andlise em questio baseia-se na perda de peso do material submetido a queima
em temperaturas entre 550 - 570°C. Foram pesadas aproximadamente cinco gramas de cada
amostra em capsulas de porcelana previamente aquecidas e taradas e entdo levadas para mufla
a 550°C. Posteriormente, as amostras foram resfriadas em dessecador até atingir temperatura
ambiente para que fossem pesadas. O procedimento de aquecimento em mufla, resfriamento
em dessecador e pesagem foram realizados repetidamente até que as amostras apresentassem

peso constante (IAL, 2008). Para o célculo do teor de cinzas, utilizou-se a Equacgdo (2).

Peso final
Cinzas (%) = % x 100 )

Onde:
Peso inicial: representa o peso inicialmente pesado da amostra em gramas;

Peso final: representa o peso da amostra ao atingir peso constante, em gramas.
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4.3.1.3 Determinagdo de proteinas

A andlise foi realizada pelo método de digestdo Kjeldahl, em que se baseia na
determinagdo de conteudo de nitrogénio em substancias organicas e inorganicas, tendo como
etapas principais a digestdo, a destilacdo e a titulagdo (IAL, 2008).

Para a digestdo, foram pesadas aproximadamente 0,3 gramas de cada amostra e
colocados em tubo de Kjeldahl juntamente com 1,5 g da mistura catalisadora (sulfato de sédio
e sulfato de cobre na proporcao 9:1). Em seguida, adicionou-se 6 mL de acido sulfurico
concentrado, seguido de agitagdo, encaixe no bloco digestor e aquecimento gradativo até
atingimento da temperatura de 350 °C. O aquecimento foi mantido até a completa clarificacao
da amostra e surgimento da cor esverdeada.

A destilagdo ocorreu apos resfriamento da amostra a temperatura ambiente, em que
o tubo de Kjeldahl foi acoplado ao destilador e adicionado uma solugdo de hidroxido de sodio
50% até que sua cor se tornasse marrom café, tendo sido acoplado previamente ao destilador
um Erlenmeyer (250 mL) contendo cerca de 20 mL de solug@o de acido boérico a 2,5 % com 5
gotas de solucdo de indicador fenolftaleina, para a captacdo de amodnia do destilado. Por fim,
foi recolhido o volume de aproximadamente 75 mL para a completa destilacdo da amdnia.

Na etapa de titulagdo, utilizou-se uma solugao de acido sulfurico 0,1 N até a viragem
do indicador, surgindo uma coloracdo levemente réseo-avermelhada. Para a realizagdao do

calculo, utilizou-se a Equacao (3).

, VxFx6,38x0,014x100
Proteinas (%) = - 3)

Onde:

V = volume da solucdo de acido sulfurico gasto na titulacao;
F = normalidade real da solu¢ao de acido sulfurico;

6,38 = fator de conversdo do nitrogénio em proteina (FC);

m = massa da amostra, em gramas

4.3.1.4 Determinag¢do de lipideos
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Para este ensaio de determinacgdo de lipidios, utilizou-se o método de Soxhlet, o
qual se baseia em um processo de extracao continuo de lipidios dos alimentos. Estes sdo lavados
com solvente organico repetidamente para que ocorra a extracao dos lipidios (IAL, 2008).

Inicialmente, pesou-se aproximadamente 2 gramas de cada amostra, previamente
seca, em papel de filtro, formando um cartucho para transferéncia para o aparelho extrator tipo
Soxhlet. Acoplou-se entdo o extrator ao baldo de fundo chato de 250 mL, previamente tarado a
105°C para em seguida ser adicionado o solvente extrator, hexano. Em seguida, o baldao foi
adaptado a um condensador de bolas e mantido sob aquecimento em chapa elétrica, a extragao
continua por 6 horas. Apés o periodo estabelecido, foi retirado o cartucho, destilado o hexano
e 0 baldo com o residuo extraido levado para uma estufa a 105 °C, onde foi mantido por cerca
de uma hora. Por fim, foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente, pesado e repetido
as operagoes de aquecimento, por 30 minutos na estufa, e resfriamento em dessecador até peso

constante por tempo maximo de 2 h. Para a realizac¢do do célculo, utilizou-se a Equagao (4).

o (peso do baldo com gordura seco — peso do baldo seco) x 100
Lipidios (%) = — 4
peso da amostra imida

4.3.1.5 Determinacdo de carboidratos
O conteudo de carboidratos foi estimado por diferenca em relagdo aos valores de

umidade, proteinas, lipidios e cinzas, seguindo a equacdo (5). Método este conhecido como

determinagdo de extrativos ndo nitrogenados.

Carboidratos (%) = 100 — (% umidade + %proteina + % lipidios + % cinzas) 5

4.3.2 Pardmetros fisico-quimicos
4.3.2.1 Determinag¢do da atividade de agua (Aw)

A determinagdo da Atividade de 4gua (Aw) foi realizada em aparelho medidor de
Aw da marca AQUALAB LITE, utilizando uma amostra controle de carvao ativado como

branco (IAL, 2008).

4.3.2.2 Determinacdo de solidos soluveis
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No primeiro momento, foi realizado a limpeza e calibracio do equipamento
refratobmetro. Em seguida, realizou-se a diluicdo, na proporcdo 1:10 de amostra para dgua
destilada, e a homogeneizacdo da solucdo. Posteriormente, com o auxilio de papel de filtro, a
solucdo foi filtrada diretamente sobre o prisma do refratobmetro, deixando pingar gotas da
solugdo filtrada em quantidade suficiente para cobrir a superficie. Por fim, o resultado foi lido

na escala °Brix (IAL, 2008).

4.3.2.3 Determinagdo do potencial hidrogenionico (pH)

Inicialmente, pesou-se 10 g da amostra em um béquer para diluicdo em 100 mL de
agua (diluicao 1:10), seguido pela homogeneizacdo da solucido. Subsequentemente, houve a
determina¢do do potencial hidrogenionico com auxilio do potenciometro de bancada, com
eletrodo de vidro, calibrado regularmente com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0. A operagdo do

pHmetro ocorreu de acordo com as instru¢des do manual do fabricante (IAL, 2008).

4.3.2.4 Determinacdo da acidez total titulavel

Para esta analise, foram pesadas 1 g de amostra em Erlenmeyere e adicionados 50
mL de agua destilada e de 4 gotas da solucdo fenolftaleina, seguido da titulagdo com solugao

de hidroxido de s6dio 0,1 mol/L até leve e permanente coloragao rosea (BRASIL, 2015).

4.4 Caracterizaciao microbioldgica dos pos de graos de kefir

Os graos liofilizados foram submetidos as analises de contagem de microrganismos
aerobios mesofilos, leveduras, bactérias acido-laticas, bactérias acido acéticas e pesquisa de
Salmonella sp. por métodos tradicionais. As unidades dos resultados foram expressas em
Unidade Formadora de Colonias por grama de amostra (UFC/g) para as contagens e em

auséncia ou presenga por grama para as pesquisas de microrganismos.

4.4.1 Diluicoes

Inicialmente, realizou-se a dilui¢do decimal seriada das amostras, na qual

primeiramente, uma parte da amostra foi acrescida de nove partes de diluente (agua peptonada
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0,1%) e homogeneizada para preparo da primeira dilui¢io (10™"). Em seguida, 1 mL referente a
primeira diluigdo foi transferido para um tubo de ensaio contendo 9 mL do mesmo diluente para
o preparo da segunda dilui¢do (107%). Esse procedimento foi repetido até a obtengio do preparo

da quinta dilui¢do (107).

4.4.2 Contagem de aerobios mesdfilos

O cultivo de aerdbios mesofilos foi realizado pelo método de Plaqueamento em
superficie (spread plate), inoculando aliquotas de 0,3 - 0,3 - 0,3 - 0,1 mL de cada dilui¢cdo em
placas de Petri contendo o meio Plate Count Agar (PCA), com posterior incubagdo a 35°C por

48 horas e contagem das colonias em UFC/g (APHA, 2015).
4.4.3 Contagem de leveduras

A contagem de leveduras foi realizada através da inoculagdo de 0,1 mL de cada
diluigdo (10%a 10°) em meio Agar Sabouraud com Cloranfenicol (SABC) e espalhamento em
superficie, seguido de incubagdo a 22°C por cinco dias (KIM, D. H. et al., 2019).
4.4.4 Contagem de bactérias dcido-ldticas

A quantificagdo de bactérias acido-laticas foi realizada através do método de
plaqueamento em profundidade (pour plate), com a inoculagio de 1 mL de cada dilui¢do (10?
a 10°) em meio MRS (Agar para Lactobacillus de Man, Rogosa e Sharpe) por 72 horas a 32°C
(APHA, 2015).
4.4.5 Contagem de bactérias dcido-acéticas

A contagem de bactérias acido-acéticas foi realizada através da inoculagao de 0,1
mL de cada dilui¢do (10%a 10°) em meio GYC (Glucose Yeast Extract Carbonate) pela técnica

de spread plate a 30°C por 72 horas (KIM, D. H. et al., 2019).

4.4.6 Pesquisa de Salmonella sp
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A pesquisa de Salmonella sp seguiu a metodologia proposta por BAM (2016).
Inicialmente as amostras foram acrescidas de caldo de enriquecimento ndo seletivo na
propor¢ao 1:9 de amostra para caldo lactosado (CLS) e incubados por 24 horas a 35°C. Apds o
tempo de incubacao, foi transferido Iml da amostra para dois tubos de ensaio contendo 10mL
de caldo de enriquecimento seletivo tetrationato e rappaport vassiliadis respectivamente,
seguindo posteriormente para a incubacao por 24h a 35°C. Por fim, apds o tempo de incubagao,
realizou-se o plaqueamento seletivo diferencial, por meio de estrias de esgotamento, em placas
de Petri contendo os meios XLD (Xilose- Lisina- Desoxicolato Agar) e HE (Hektoen Enteric
Agar) para a observagdo do crescimento ou ndo de colonias tipicas e atipicas indicativas de

suspeita de Salmonella.

4.5 Avaliacio da seguranca nio clinica

4.5.1 Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa)

Para a avaliagdo da toxicidade e teste etologico de ansiedade, foram utilizados
peixes da espécie Zebrafish (Danio rerio), com as seguintes caracteristicas: selvagens, de
ambos os sexos, adultos (ZFa), com idade de 60 a 90 dias, tamanhos de 3,5 + 0,5 cm e peso de
0,4 £ 0,1 g. Os animais foram obtidos de um fornecedor comercial local, Agroquimica:
Comércio de Produtos Veterinarios LTDA, em Fortaleza (Ceard, Brasil). A espécie Danio rerio
utilizada estd cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o niimero de acesso A9B8196, por meio da
Universidade Federal do Ceara.

Apo6s a obtencao dos animais, deu-se inicio a aclimatacdo, em que grupos de 50
peixes foram colocados por 24 h em aquario de vidro, com as dimensdes 40 x 20 x 25 cm,
contendo agua previamente desclorada pelo uso de anticloro, Protec Plus®, com pH 7.0 a 25
°C, bombas de ar com filtros submersos e com ciclo circadiano de 14/10 h de claro/escuro. Os
peixes receberam racgdo, Spirulina®, ad libitum 24 h antes dos experimentos. Ao ser finalizado
os experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo em agua gelada, 2-4 °C, por 10
minutos, até a perda de movimentos operculares. Seguindo de cobrimento em papel aluminio e
congelados até o recolhimento pela empresa responsavel (CONCEA, 2018).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do
Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC), com protocolo n°
1806202101.
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4.5.2 Tratamentos iniciais

Os testes com Zebrafish adultos foram realizados baseando-se na metodologia
proposta por MAGALHAES et al. (2017), na qual os animais foram selecionados
aleatoriamente, transferidos para uma esponja umida e tratados, por via oral, com as amostras
testes, sendo denominado grupo veiculo. Foram administrados 20 pL de cada amostra a ser
testada, utilizando micro pipetas automaticas com ponteiras estéreis. Foram necessarios 6
animais por amostra e concentragdo (n=6/grupo). Foram incluidos também um grupo de
animais sem tratamento, denominado de Naive, e um grupo de animais tratados com o diluente
das amostras, 4agua destilada, denominado grupo controle negativo (COLLYMORE;
RASMUSSEN; TOLWANI, 2013).

Finalizado os tratamentos, os animais foram acondicionados individualmente em
copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de 4gua do aquario por uma hora para devido

repouso e absorcao das amostras deglutidas pelo organismo do animal.

4.5.3 Avaliacio da atividade locomotora (teste de campo aberto)

Apos o periodo de uma hora da realizacdo dos tratamentos iniciais, 0s animais
foram adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma 4gua do aquario,
marcadas com quatro quadrantes para analise da atividade locomotora através da contagem do
numero de cruzamento de linhas dos quadrantes (CL) pelo periodo de cinco minutos. Usando
o valor de CL do grupo que ndo recebeu tratamento, Naive, como linha de base (100 % de
atividade locomotora) foi calculado a porcentagem de atividade locomotora (AL%)

individualmente durante cinco minutos (AHMAD; RICHARDSON, 2013).

4.5.4 Toxicidade aguda (96h)

O estudo da toxicidade aguda foi realizado conforme metodologias propostas pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (1992), na qual os animais
(n=6/cada grupo) foram tratados com as mesmas concentracoes que foram submetidos no teste
de campo aberto, seguindo a metodologia do tratamento inicial descrita por Ahmad e
Richardson (2013), e ap6s o periodo de uma hora da realizacdo dos tratamentos, os animais

foram reunidos em seus respectivos grupos e deixados em repouso por 96 horas para analisar a
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taxa de mortalidade. Durante o periodo de andlise, foram realizados cuidados como limpeza e
alimentacdo adequada dos animais. Apds 96h, foram anotados o nimero de peixes mortos em
cada grupo para determinagdo da concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CL50%)
por meio de testes probabilisticos com intervalo de confianga de 95% e método matematico

Trimmed Spearman-Karber.

4.5.5 Andlise estatistica

Os resultados das andlises foram expressos em média e desvio padrao para cada
grupo de 6 animais. Apos confirmacido da normalidade e homoscedasticidade dos dados, os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05), utilizando o programa Statistc7®, IBM SPSS Statistcs 22 versdo
22.0.0.0 e com a utilizagdo do Excel (2015) para tabulacao dos dados obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na literatura cientifica atual, ¢ comum deparar-se com analises fisico-quimicas e
microbiologicas referentes ao leite fermentado Kefir e inimeras variagdes na sua producao, seja
na matéria-prima utilizada inicialmente para a fermentacdo ou na adicdo de componentes apds
a fermentagdo. As andlises referentes aos graos de Kefir possuem menor ocorréncia. Assim,
com os resultados alcancados, diversas comparagdes foram feitas no presente trabalho, com as
bebidas e graos, afim de caracterizar a composi¢do microbiana e fisico-quimica dos graos de

Kefir liofilizados.

5.1 Caracterizacio fisico-quimica dos pods dos graos de kefir

5.1.1 Composigdo centesimal

Os resultados dos parametros fisico-quimicos para a composi¢do centesimal dos

graos liofilizados GKL e GKA sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao Centesimal dos Graos de Kefir Liofilizados.

Caracteristicas GKL GKA
Umidade (%) 1,05+0,23 % 1,43+0,26 %
Cinzas (%) 0,79 £0,02 % 0,59 £0,05°
Lipideos (%) 9,17+0,00* 0,49 £0,00°
Proteinas (%) 18,59 +0,65 ¢ 0,37 £0,09 ®
Carboidratos (%) 70,41 £ 0,00 * 97,12+ 0,00 °

Os resultados estdo representados pela média + desvio padrdo. Média + desvio-padrdo com letras mintisculas
diferentes (a e b) na mesma linha indicam que ha diferenga significativa pelo teste t de Student (p<0,05).
Legenda: GKL — Graos de kefir de leite liofilizados. GKA — Graos de kefir de dgua liofilizados. Fonte:
elaborada pela autora.

Constatou-se uma baixa umidade para ambos os grupos: 1,05 + 0,23 (GKL) e 1,43
+ 0,26 (GKA) %. Tal resultado ¢ esperado, uma vez que os graos foram submetidos ao processo
de liofilizacdo, que visa a retirada da 4gua do produto. Segundo Kimi et al. (2017), o processo

de liofiliza¢do resulta em produtos com umidade em torno de 2%, podendo variar de acordo
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com as caracteristicas do processo ¢ matéria-prima. Valores semelhantes para o contetido de
agua foram obtidos na caracterizacdo fisico-quimica de produtos alimenticios liofilizados,
como a umidade do pé da polpa de caja liofilizada (OLIVEIRA; DA COSTA; AFONSO, 2014).

Os constituintes presentes em menor propor¢ao nos graos de leite sao os lipideos e
cinzas, enquanto para os graos de agua sdo os lipideos e proteinas. Como resultado temos:
lipideos com valores de 9,17 £ 0,00 % (GKL) e 0,49 £ 0,00 % (GKA), cinzas com valores de
0,79 0,02 % (GKL) e 0,59 = 0,05 % (GKA), proteinas com valores de 18,59 + 0,65 % (GKL)
e 0,37 = 0,09 % (GKL). Os resultados para as cinzas indicam o baixo conteido de matéria
inorgénica das amostras.

Para o teor proteico foram encontrados os valores: 18,59 + 0,65 (GKL) ¢ 0,37 +
0,09 (GKA) %. O resultado indica que as proteinas sdo o segundo maior componente presente
nas amostras de graos de leite € 0 menor componente dos graos de 4gua. O maior componente
encontrado nas amostras foram os carboidratos, com valores de 70,41 + 0,00 (GKL) ¢ 97,12 +
0,00 (GKA) %. Os resultados condizem com os encontrado na literatura cientifica, uma vez que
os graos de Kefir, segundo Wang et al. (2022) sdao formandos principalmente por proteinas e
carboidratos, constituintes importantes da matriz dos graos, que influenciam a estabilidade do
sistema simbidtico. Além disso, segundo o mesmo autor, o Kefiran, principal polissacarideo
presente nos graos, € proteinas sao derivadas ndo somente da composi¢do microbiana como
também de substratos e de materiais desconhecidos.

Gokirmakli e Gilizel-seydim (2022), ao analisar graos de Kefir de dgua e de leite,
sem nenhum tipo de tratamento, obtiveram 17,50% e 18,99% de matéria seca, respectivamente
e assim como o presente trabalho obtiveram uma quantidade significativamente menor de
proteinas e cinzas para os GKA, encontrando 0,79 % de cinzas para os GKL, além de maior
presenca de carboidratos.

Segundo Guzel-seydim (2021), em média os graos de kefir de leite sdo compostos
por 86 % de agua e 14% de matéria seca, a qual por sua vez compreende 58% de polissacarideos,
30% de proteina, 7% de gordura e 5% de cinzas, enquanto as composi¢des médias dos graos de
dgua ndo sdo conhecidos. Ainda segundo o autor, o teor pode variar de acordo com a origem
dos graos e a composi¢do média para os graos de dgua ¢ desconhecida. No entanto, conforme
estudo de FELS et al. (2018), sabe-se que os exopolissacarideos formados a partir da
fermentagdo de sacarose possuem papel importante na formagao dos graos de Kefir de agua.

Praticamente todos os parametros analisados apresentaram diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05), excetuando-se a umidade. Esses resultados sdo esperados, uma vez

que as amostras passaram pelo mesmo processamento de secagem, sob as mesmas condigdes,
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atingindo parametros de umidade similares, partindo de uma matéria-prima com caracteristicas
similares quanto a umidade. Ja a diferenga para os demais parametros ¢ justificavel ao se
analisar a origem dos graos e matrizes alimentares utilizadas para a fermentagao.

Embora os graos de leite tenham vantagens em valores nutricionais, os graos de
agua devem ser considerados uma fonte nutricional, uma vez que apresentam minerais, acidos
organicos e substancias bioativas, a depender do substrato utilizado. O produto final produzido
com graos sao afetados pelo tipo de grdo, o que torna ainda mais importante estudos

comparativos (GOKIRMAKLI; GUZEL-SEYDIM, 2022).

5.1.2 Pardmetros fisico-quimicos

Os resultados obtidos para os demais pardmetros fisico-quimicos propostos neste

trabalho sdo apresentados na Tabela 2, a seguir.

Tabela 2 - Caracterizag¢do Fisico-quimica dos Graos de Kefir Liofilizados.

Caracteristicas GKL GKA
Aw 0,29 £0,00? 0,25+0,00°
Solidos soluveis (° Brix) 3,17+£0,06* 5,27 £0,06°
pH 3,93+£0,022 3,61 +£0,01°
Acidez (%) 11,05 +£0,43% 10,56 +0,10°

Os resultados estdo representados pela média + desvio padrdo. Média + desvio-padrdo com letras minusculas
diferentes (a ¢ b) na mesma linha indicam que ha diferenga significativa pelo teste t de Student (p<0,05).
Legenda: GKL — Gréos de kefir de leite liofilizados. GKA — Gréos de kefir de agua liofilizados. Fonte:
elaborada pela autora.

Os valores encontrados para a atividade de agua (Aw) foram: 0,29 = 0,00 (GKL) e
0,25 + 0,00 (GKA). Esses resultados corroboram com os encontrados por Conde-islas et al.
(2019) ao analisar amostras de graos de kefir liofilizados, pois obtiveram Aw < 0,6 para a
maioria dos experimentos realizados. Assim, os resultados estdo dentro do esperado,
considerando a caracteristica propria da amostra de baixo teor de umidade e o processo de
secagem pelo qual passaram, uma vez que durante processos de liofilizagdo wvalores
extremamente baixos para esse parametro sdo encontrados (SEARLES; ARAVAPALLI;

HODGE, 2017). Podemos, entdo, classificar as amostras como produtos de baixa atividade de
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agua, uma vez que segundo Villadiego et al. (2012), quando Aw < 0,60 ¢ classificada como
baixa, Aw > 0,85 ¢ alta e entre esses valores citados ¢ considerado intermediaria.

A analise desse parametro faz-se necessario para determinar a estabilidade de
produtos alimenticios de uma forma geral. Pois, embora ele relacione-se com a umidade,
indicara adequadamente o grau de disponibilidade da agua para a ocorréncia de reacdes
quimicas e bioquimicas, tendo em vista que a umidade ndo se baseia na dgua disponivel no
produto (VILLADIEGO et al., 2012). Além disso, a Aw final de produtos probioticos ou
adicionados de probioticos ¢ um dos principais fatores para manutencao da viabilidade dos
microrganismos em produtos desidratado, incluindo temperatura e oxigénio. A atividade de
dgua com valores extremamente baixos em alguns casos também ndo sdo indicados, pois
valores abaixo de 0,60 ocasionam a inibi¢do completa do crescimento microbiano € propiciam
a oxidagao lipidica dos produtos (SU; ZHANG; MUJUMDAR, 2015).

Para as amostras foram encontrados pH com valores 3,93 + 0,02 (GKL) E 3,61 +
0,01 (GKA), e acidez 11,05 + 0,43 %(GKL) ¢ 10,56 + 0,10 % (GKA) refletindo a origem acida
do processo fermentativo que originaram os graos.

O pH do kefir de 4gua ¢ tipicamente abaixo de pH 4,5 sendo indicado o fim do
processo de produgdo ao atingir pH 4,6 diminuindo mais ao passar da fermentacdo, devido a
producio de 4cido latico e dcido acético (GUZEL-SEYDIM; GOKIRMAKLI; GREENE, 2021).

Estudos mostram a que graos liofilizados apresentam uma diminui¢ao mais lenta
do pH de bebidas preparadas com esses graos, embora mantenham sua atividade por mais tempo,
podendo ser atribuido a uma fase de atraso metabodlica prolongada, que leva a uma lenta taxa

de producao de acido pelos graos (WITTHUHN; CILLIERS; BRITZ, 2005).
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5.2 Caracterizacao microbioldgica dos pos dos graos de kefir

Os resultados para as contagens e pesquisas microbiologicas propostas neste

trabalho estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 - Contagem e Pesquisa de Microrganismos.

Contagem de microrganismos

GKL GKA
Analise
(UFC/ g) (UFC/ g)
Bactérias Acido Laticas 1,L1x10°6 3,0x10*°
Bactérias Acéticas <10 40x 1072
Leveduras <10 <10
Aerébios Meséfilos 25x10°6 3,0x10°
Pesquisa de microrganismo
GKL GKA
Analise
(Presenca / auséncia) (Presenca / auséncia)
Salmonella sp. Auséncia Auséncia

Legenda: GKL — Graos de kefir de leite liofilizados. GKA — Graos de kefir de dgua liofilizados. Fonte:
elaborada pela autora.

Para a contagem total de leveduras, obteve-se o resultado < 10 UFC/g para as
amostras de leite e de 4gua. Ao analisar a qualidade de graos de Kefir frescos de 4gua e de leite
doados na cidade de Franca/SP, Ghedini et al. (2020) encontraram valores de 10° para algumas
amostras, enquanto outras ndo apresentaram crescimento de leveduras. Esses resultados,
segundo Bengoa et al. (2019), ndo condizem com o perfil microbiolégico de Kefir, uma vez
que eles sao compostos por bactérias laticas em simbiose com leveduras. Os padrdes legais
brasileiros para a bebida Kefir, Instrugdo normativa n° 46 que trata do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados estipulam contagem minima de 10* UFC/g, no
entanto ndo ha padrdes legais para os graos de Kefir, ndo podendo ser feito uma comparagao

para o atendimento de parametros legais (BRASIL, 2007).
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A contagem total de aerdbios mesofilos teve como resultado os valores 1,1 x 10° e
3,0 x 10° UFC/g, para GKL e GKA respectivamente. Essa andlise ¢ utilizada como principal
indicador geral da quantificagdo de populagdes microbianas em alimentos, dado que nao ha
diferenciagdo de microrganismos especificos, sendo possivel o crescimento daqueles que se
multiplicam entre 10 e 45°C, com temperatura ideal de 30 a 35°C. Normalmente, a partir dessa
analise obtém-se informagdes sobre a qualidade microbioldgica do produto e o controle de
etapas como a de producgdo, processamento € armazenamento, no entanto os produtos
fermentados apresentam naturalmente altas contagens de mesoéfilos sem relacdo com a
qualidade, evidenciando sua natureza fermentativa, além do processo fermentativo do kefir
ocorrer normalmente a temperatura ambiente (AHMED et al., 2020).

Ghedini ef al. (2020) também analisaram aerdbios mesofilos, encontrando valores
variando de 1022 10°e 10 >a 107 para os grios frescos de leite e de 4gua respectivamente, ja
Fusieger (2008) obteve 7,2 x 10° UFC/g para grios de Kefir de leite provindos da manipulagio
familiar.

Os valores para bactérias-acido laticas (BAL) foram: 1,1 x 10 UFC/g para os grios
de leite e 3,0 x 10* UFC/g para os grios de 4gua. Enquanto para bactérias-acido acéticas (BAA)
foram: < 10 UFC/g para os grios de leite e 4,0 x 10> UFC/g para os grios de 4gua. A contagem
dessas bactérias ¢ de suma importancia, uma vez que as principais propriedades funcionais
relatadas na literatura, como a modulagdo da microflora, a melhora da saude gastrointestinal, a
protecdo contra infec¢des e doencas inflamatérias intestinais, entre outros, sao atribuidas a elas
(MENG; ZHANG; LU, 2017; EBNER et al., 2015). Para o efeito benéfico ¢ comum que a
maioria dos estudos escolham uma dose diaria entre 10® e 10! UFC/g de bactérias acido-lticas,
refletindo doses eficazes em estudos anteriores (BINDA et al., 2020).

Gamba et al. (2020) analisaram a bebida Kefir, obtendo 108~ 10° UFC/g para BAL,
10% e 107 para leveduras e BAA respectivamente. Miguel (2009), ao realizar a contagem de
BAL em graos de Kefir de trés paises, graos liofilizados dos Estados Unidos e Canadé e graos
frescos do Brasil de nove estados brasileiros, obtiveram uma extensa variedade de resultados,
desde a ndo deteccao de crescimento, em amostras do estado do Rio Grande do Sul, até valores
entre 8,9 x 10%e 2,6 x 10!° UFC/g. Em outro trabalho, Fusieger (2008) encontrou o valor 9,4 x
10° UFC/g para os grios de leite fresco. Laureys et al. (2017) ao estudar a producio com GKA
encontraram valore médios de 7,7 log UFC/g, representando crescimento em torno de 10’
UFC/g. Assim, os resultados encontrados estdo dentro do esperado quando comparando com

outros trabalhos cientificos.
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Quando comparado com parametros legais, utilizando como referéncia o
regulamento brasileiro destinado a bebida fermentada Kefir, ja que ndo ha parametro legal para
os graos, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece a contagem de bactérias laticas
totais minima de 10’ UFC/g (BRASIL, 2007).

Graos de diferentes origens geograficas sdo relatadas na literatura cientifica com
composi¢ao microbiana diversificada, mesmo regides de um mesmo pais, como no estudo de
seis graos de kefir de leite de diferentes origens e de cinco regides italianas diferentes
(GAROFALO et al, 2015), ou de graos de kefir tibetano coletados de cinco condados da regido
de Naqu, Tibete, China (GAO; ZHANG, 2019) nos quais foram observados contagens
microbianas significativamente diferentes, indicando a forte influéncia da origem geografica
dos graos em sua microbiota. Corroborando com o exposto acima, GUZEL-SEYDIM,
GOKIRMAKLI, GREENE (2021) afirmam que a microbiologia dos grios de kefir depende de
sua origem, cuidados na manutencdo da cultura e procedimentos de crescimento. Assim, a
variacdo encontrada pode ser uma forte consequéncia da produgdo artesanal de kefir em
Fortaleza/CE, alterando as caracteristicas e ocasionando a variagao da composicao, incluido seu
nivel populacional microbiano.

Uma outra caracteristica importante a ser considerada ao analisar os resultados
obtidos ¢ o processo pelo qual os graos foram submetidos. Na literatura encontramos que o
processo de liofilizagdo ¢ um dos métodos de secagem que mantem as principais caracteristicas
dos produtos, sendo utilizadas inclusive para a guarda de cepas iniciadoras de processos
fermentativos industriais, no entanto todos os parametros do processo devem ser avaliados de
acordo com os produtos especificos, avaliando as propriedades caracteristicas das amostras
(NOWAK; JAKUBCZYK, 2020).

Existem assim, condicdes criticas de tratamento que podem causar a perda da
capacidade de recriar a matriz de graos de kefir devido a condigdes ambientais que as células
experimentam durante a liofilizagdo podendo danificar sua estrutura e fisiologia seguida de
diminui¢do de sua viabilidade (KOLAKOWSKI; OZIMKIEWICZ, 2012). Ao estudar
parametros do processo de liofilizag@o para grao de Kefir mexicanos, por exemplo, Conde-islas
et al.(2019), encontraram como melhores parametros um tempo de congelamento de 3 h, uma
temperatura de congelamento de -20° C, uma pressao de 0,6 mbar e um tempo de liofilizagao
de 15 h, para a obtencdo de um produto com umidade residual abaixo de 6%, atividade de dgua

abaixo de 0,2 e uma boa sobrevivéncia de bactérias lacticas, acima de 8,5 log UFC/g. Tais
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parametros de processo divergiram quanto aos realizados neste trabalho, principalmente pelo
tempo de liofilizagao.

Além dos pontos citados, 0os microrganismos presentes nestes graos podem ter sido
danificados ou inativos durante o transporte e/ou algumas espécies presentes podem ser
incultivaveis no meio de cultura utilizado. E possivel que as condigdes de estresse ambiental
aplicadas durante o transporte dos graos possam ter impactado a estrutura populacional levando
a alteracdes nos nimeros microbianos.

A pesquisa de Salmonella sp. teve como resultado a auséncia dessa bactéria,
resultado esse esperado. As analises de patdogenos possuem como objetivo a verificacdo da
segurang¢a do produto com foco na qualidade higiénico-sanitaria. Segundo Soemarie, Milanda
e Barliana (2021), os alimentos fermentados contém naturalmente compostos com a capacidade
de inibir organismos deteriorantes e patogénicos que possam estar presentes. Os graos foram
amplamente estudados quanto a esses microrganismos, encontrando auséncia em diversas

analises de patogenos (JUNIOR et al., 2020), apresentando resultados positivos esperados.

5.3 Avaliacio da seguranca nio clinica

A seguir sdo apresentados os resultados encontrados para as anélises da atividade

locomotora e toxicidade aguda frente ao Zebrafish (Danio rerio).

5.3.1 Avaliacao da atividade locomotora (teste de campo aberto)

A crescente utilizagao de D. rerio como modelo animal deve-se a comprovacgao, por
diversos trabalhos, da utilidade do Zebrafish como uma forma adequada, rdpida e economica
para testes in vivo, uma vez que a fisiologia do animal é bem estabelecida, possuindo
componentes celulares necessarios para responder aos estimulos ambientais fisicos e quimicos,
principalmente por seu gendtipo apresentar 70% de homologia nos receptores de
neurotransmissores para mamiferos, além dos padrdes semelhantes de colonizacdo da
microbiota intestinal (TAYLOR et al., 2017; LEMOS et al., 2020).

A avaliacdo da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto) foi realizada para
avaliar a alteragdo ou ndo da coordenagao locomotora dos peixes, a capacidade natatéria, seja
por manifestacdes comportamentais sugestivas de ansiedade e/ou estresse, ou seja por sedacao
e/ou relaxamento muscular, representando a¢des ansiolitica ou ansiogénica apds a ingestdo de

uma substancia (SIREENI et al., 2020).
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As formulagdes testadas para ambos os grupos de graos foram: 1000, 500 e 100
ppm. Como resultado da andlise, observou-se que nenhuma das amostras ocasionaram
comprometimento locomotor ou efeito sedativo nos animais, uma vez que nao houve diferenca
significativa (p>0,05) quanto a atividade locomotora entre os grupos de amostra, bem como em
relacdo aos controles, naive e veiculo.

Os resultados da contagem de cruzamento de linhas sdo apresentados a seguir na

Figura 2.

Figura 2 - Efeito das amostras na atividade locomotora do Zebrafish (Danio rerio) no Teste
de Campo Aberto.
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Legenda: (A)- cruzamento de linhas referente as amostras (GKA) nas concentra¢des 1000, 500 e 100 ppm. (B)-
cruzamento de linhas referente as amostras (GKL) nas concentra¢des 1000, 500 e 100 ppm. Naive - animais nio
tratados. v.o. — administracao via oral. Veiculo — dgua destilada estéril (20 puL; v.0.). Os valores representam a
média + desvio padrao da média para 6 animais/grupo. ANOVA seguida de Tukey. Fonte: elaborado pela autora.

Além dos beneficios ja relatados na literatura, dos probidticos sobre a sauide humana,
principalmente sobre o sistema digestivo, ha evidéncias das interagdes entre a microbiota
intestinal e o sistema nervoso central, evidenciando que os probidticos podem ter efeitos
psicotropicos. Estudos realizados em animais sugerem que os probidticos podem ajudar a
reduzir a ansiedade, porém tais descobertas ainda ndo se traduziram em grandes quantidades de
pesquisas clinicas em humanos, possuindo diversas conclusdes divergentes (REIS; ILARDI;
PUNT, 2018).

Embora elevadas contagens microbianas tenham sido encontradas no presente
trabalho, ndo foi observado o efeito ansiolitico das amostras. Resultado este diferente do
encontrado por Davis et al. (2016), que observaram redugdes significativas no comportamento
relacionado a ansiedade, ao suplementar o Zebrafish com Lactobacillus plantarum. Para o
presente trabalho, foram utilizadas as concentragdes 1000, 500 e 100 ppm, sendo necessario a

avaliacdo de concentragdes maiores em futuros estudos.
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5.3.2 Toxicidade aguda (96h)

Para a aprovagao e registro de ingredientes alimenticios e aditivos, faz-se necessario
a analise de parametros toxicoldgicos para avaliar os efeitos saide humana. Com o intuito de
modernizar e acelerar esses processos, o modelo Zebrafish tornou-se uma melhor ferramenta,
quando comparado a outros métodos, como os que se utilizam de roedores, avaliando de forma
rapida e econdmica a seguranca dos novos produtos (BAILONE et al., 2019).

O numero de animais mortos para cada tratamento ¢ mostrado na Tabela 4 a seguir.
E possivel perceber que para todas as amostras e concentragdes do estudo ndo foi registrado
nenhuma mortalidade apos as 96h, obtendo-se valores CL50 > 1 mg/mL para todas as amostras.
Assim, as amostras indicam ser seguras para o consumo humano, ndo apresentando toxicidade

capaz de comprometer a saude humana.

Tabela 4 - Resultados dos testes de toxicidade aguda das amostras frente ao zebrafish adulto.

Mortalidades do Zebrafish Adulto 96h
Amostra CN C1 C2 C3 CLso (mg/mL) / IV
GKA 0 0 0 0 > 1 mg/mL
GKL 0 0 0 0 > 1 mg/mL

Legenda: CN — grupo controle negativo: agua destilada estéril; C1 — grupo concentragdo 1: 1 mg/mL; C2 —
grupo concentragdo 2: 0,5 mg/mL; C3 — grupo concentracdo 3: 0,1 mg/mL; CL50 —concentragdo letal para
matar 50% dos Zebrafish adultos; IV — intervalo de confianga; Fonte: elaborado pela autora.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente estudo indicaram que os graos de kefir de leite e de
agua liofilizados sdo dois graos que possuem diferencas significativas quanto a sua
caracterizagdo fisico-quimica. Foi encontrado um menor teor percentual de proteinas para os
graos GKA do que para os GKL e ambos apresentaram carboidratos como componentes
majoritarios.

Os resultados mostraram ainda uma composi¢ao similar ao relatado em outros
trabalhos e esperado para as amostras com relagdo a presenca de bactérias laticas, embora tenha
ocorrido divergéncias na presenca de leveduras e bactérias acéticas. Isso indica que os repasses
continuos dos graos de Kefir alteram a sua composi¢ao original, podendo ainda ser influenciada
por fatores como o método de producdo do Kefir, a origem dos grdos e o método de
identificacdo microbiana, favorecendo a reducdo de microrganismos caracteristicos. Nao houve
a ocorréncia de patogenos, representando a auséncia de riscos a satide dos consumidores.

A avaliacdo da seguranca ndo clinica indicou que as amostras sdo consideradas seguras,
pois nao alteraram o sistema locomotor ¢ ndo foram téxicos frente ao Zebrafish adulto até¢ 96 h
de andlise. Assim, os pds obtidos podem significar uma nova forma de consumo ou utilizagao

em formulagdes de produtos alimenticios diversos.
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