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RESUMO

O kefir € um tipo de leite fermentado refrescante, carbonatado e com um sabor
levemente acido, produzido, tradicionalmente, a partir da fermentacao do leite pelos graos
de kefir. Todavia a espécie e quantidade dos micro-organismos presentes nestes graos
sofrem mudancas durante produg¢des sucessivas, levando a fabricacdo de uma bebida
com qualidade n&o padronizada. Ha evidéncias de que o kefir possui efeitos benéficos
sobre o sistema imune e gastrointestinal, contudo ha poucos estudos publicados sobre
experimentos em animais e humanos que sustentem esta visdo. O trabalho teve por
objetivos determinar o tempo de vida-de-prateleira de amostras de kefir elaboradas com
os graos de kefir (Método tradicional) e com culturas puras isoladas desses graos
(Método com cultura iniciadora) e também verificar o efeito de protecdo dessas amostras
na infeccdo experimental com Salmonella enterica sorovar Typhimurium em modelo
animal. O kefir cultura iniciadora apresentou os menores valores de pH e sinérese e os
maiores de acidez e viscosidade durante o armazenamento. O teor de etanol do kefir
tradicional aumentou significativamente durante o armazenamento. A contagem média de
bactérias acido lacticas no kefir tradicional e cultura iniciadora variou de 9,19 a 8,37 log
UFC/mL e 9,37 a 9,78 log UFC/mL, respectivamente, e a de leveduras no kefir tradicional
e no kefir cultura iniciadora variou de 6,34 a 6,52 log UFC/mL e 5,75 a 6,10 log UFC/mL.
O tempo de armazenamento influenciou nos atributos de presenca de espuma, sabor
acido, sabor alcodlico e off-flavor em ambas amostras de kefir. A granulosidade, sabor
acido e cremosidade foram os atributos que, aparentemente, mais diferenciaram o kefir
tradicional do kefir cultura iniciadora. Na infecgdo experimental com Salmonella
Typhimurium, observou-se que a taxa de sobrevida dos animais tratados com kefir
tradicional (30%) e com kefir cultura iniciadora (20%) nao foi diferente estatisticamente
quando comparadas ao grupo controle (21,1%). O grupo tratado com kefir tradicional
apresentou auséncia de lesdo no figado e colon na maioria dos animais. O método de
fermentacdo do kefir por cultura iniciadora demonstrou ser o melhor tecnologicamente,
por resultar em uma bebida com um padrao de qualidade constante e com tempo de vida
util maior, além de possuir caracteristicas sensoriais semelhantes as do kefir tradicional,
enquanto nenhum dos kefir apresentaram efeito de protecédo na infeccdo com Salmonella

Typhimurium em camundongos.

Palavras-chave: Kefir; probiéticos; Salmonella; vida-de-prateleira.
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ABSTRACT

Kefir is a carbonated fermented milk with a slightly acidic flavor. It is traditionally
produced by the kefir's grain inoculation in milk. However the amount and species of
microorganisms in kefir grains may change after successive productions, becoming
difficult to standardize the drink quality. There are evidences that the kefir produces
beneficial effects for the immune and gastrointestinal systems, however there are a few
published studies about animals and human experiments proving it. In this work we
analyzed the stability of physicochemical, microbiological and sensory characteristics of
tradicional kefir and starter-culture kefir aside from the possibility of the kefir protection
against a Salmonella enterica sorovar Typhimurium infection in mice. The starter-culture
kefir revealed the lowest pH and the highest acidity. The starter-culture kefir have had the
lowest syneresis and the higher viscosity during storage. The counts of lactic acid bacteria
on the traditional and starter-culture kefir has changed from 9.19 to 8.37 log CFU/mL and
from 9.37 to 9.78 log CFU/mL, respectively, while the yeast has changed from 6.34 to 6.52
log CFU/mL and 5.75 to 6.10 log CFU/mL. The storage time has influenced the presence
of foam, acid and alcoholic flavors and off-flavor in both samples. The lumpiness, acid
flavor and creaminess were the most important attributes to distinguish the traditional and
the starter-culture kefir. In the mortality tests the survival rate of the traditional kefir (30%)
and the starter-culture kefir (20%) were statistically identical to the control group (21.1%).
The group threatened with traditional kefir have not gotten injured liver and colon in most
part of the animals. The starter-culture fermentation method of kefir was technologically
better because it produced a drink with better constant quality and a bigger shelfile while
preserving the sensory characteristics of the traditional kefir. Nonetheless, while none of

kefir showed a protective effect on infection with Salmonella Typhimurium in mice.

Keywords: Kefir; probiotic; Salmonella; shelflife.
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INTRODUCAO

No mundo industrializado, ocorre uma explosido de interesse dos consumidores
por alimentos que, além das propriedades nutricionais, proporcionam bem-estar e
prolongamento da vida, assim como, por alimentos que séo eficazes na prevengao do

surgimento e do desenvolvimento de cancer, doengas cardiovasculares e osteoporose.

Como resultado, um novo termo foi proposto: alimento funcional (GRAJEK et.
al., 2004). Esse termo foi usado pela primeira vez no Japao, na década de 1980, para
produtos alimenticios fortificados com constituintes especiais que possuiam efeitos
fisiologicos adicionais. O conceito de alimento funcional foi definido em 1984 por cientistas
japoneses que estudaram as relagdes entre nutricdo, qualidade sensorial, fortificagéo e

modulagédo de sistemas fisiologicos (SIRO et. al., 2008).

A definicdo de alimentos funcionais tem sido proposta por governos, industrias e
académicos. Internacionalmente, o conceito de alimentos funcionais parece ser
consensual. Os alimentos funcionais devem promover outros beneficios a saude além das
propriedades nutricionais basicas. Esses alimentos sao consumidos em dietas
convencionais, contudo apresentam capacidade de atuar em fungbes fisioldgicas
auxiliando na protegéo contra doengas crénicas nao degenerativas (diabetes, hipertenséo,
cancer, doengas cardiovasculares, osteoporose) e infec¢des microbianas (KWAK &
JUKES, 2001; MORAES, 2006).

O interesse por alimentos funcionais tem sido motivado por uma rapida
expansao dos conhecimentos cientificos sobre a importancia de uma dieta saudavel,
pelos avangos técnicos nas industrias de alimentos, pelo aumento da demanda dos
consumidores por produtos alimenticios promotores de saude, bem como pelo aumento
da expectativa de vida da populacdo, elevando os custos de cuidados com a saude (SIRO
et. al., 2008).

Esses fatores criaram um mercado dindmico de alimentos e bebidas funcionais,
oferecendo uma boa perspectiva de crescimento para seus fabricantes. Entre 1998 e
2003, os valores globais de venda aumentaram quase 60%, e em quase 40% em 2008
(EUROMONITOR, 2009). No Japao, considerado como o bergo de alimentos funcionais, o
mercado destes produtos é significativo. O consumidor norte-americano gasta, em média,

em cerca de US$ 90 por ano em alimentos e bebidas funcionais, resultando em um
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mercado superior a US$ 27 milhdes em 2007. No Brasil, a vendas de alimentos funcionais
em 2007 atingiu 500 mil ddlares correspondendo a quase 1% das vendas totais de
alimentos, além disso, cerca de 65% do total de alimentos funcionais brasileiros séo
produtos probidticos (CRUZ et. al., 2007).

Os alimentos funcionais mais importantes e mais frequentemente consumidos
sdo aqueles adicionados de probiodticos, prebidticos, antioxidantes, vitaminas e/ou calcio.
Tem sido dada prioridade a produgéo de alimentos com probidticos e/ou prebidticos, e a
extragcdo de componentes bioativos a partir de matérias vegetais por enzimas e tecnologia
de fermentagdo para reduzir a perda destes compostos, bem como pela engenharia

genética para intensificar a sua biossintese (GRAJEK et. al., 2004).

O interesse no uso de probidticos com a finalidade de beneficiar a saude do
hospedeiro e de prevenir ou tratar doencas, aumentou nos ultimos anos, particularmente,
devido ao aumento da incidéncia de micro-organismos resistentes a antibiéticos, portanto,
a necessidade de buscar tratamentos alternativos para as doengas gastrointestinais
(TEITELBAUM & WALKER, 2002; NICOLI & VIEIRA, 2003; MARTINS et. al., 2005).

O mercado mundial de alimentos, ingredientes e suplementos probioticos foi
avaliado em US$ 14,9 bilhdes em 2007 e atingiu US$ 16 bilhdes em 2008. Estima-se que
as vendas atingirdo um total de US$ 19,6 bilhdes em 2013, uma taxa composta de
crescimento anual igual a 4,3%. Probiéticos do género Lactobacillus representam a maior
fatia do mercado, representando 61,9% das vendas totais em 2007 (FOOD
PROCESSING, 2009).

Aplicagbes em alimentos para os probidticos sdao encontrados em produtos
lacteos, como iogurtes, kefir e bebidas lacteas que representam as principais categorias.
Encontra-se a venda no mercado uma grande variedade de leites fermentados
adicionados de probidticos. Esses produtos, além de possuirem grande aceitagao pelo
publico em geral e excelente valor nutritivo, sdo veiculos em potencial para o consumo de
probioticos (ANTUNES et. al., 2007; VIEGAS, 2008). Os consumidores estdo cada vez
mais familiarizados com o fato de que os alimentos fermentados podem apresentar micro-
organismos vivos (KEMPKA et. al., 2008).

O kefir € um leite fermentado viscoso, refrescante, carbonatado e com sabor
levemente acido (FARNWORTH, 2005). Esse leite fermentado distingue-se dos demais

por resultar da fermentacdo do leite pela acdo de uma mistura complexa de micro-
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organismos confinados em uma matriz de polissacarideos e por conter gas carbonico e
etanol (GARROTE et. al., 1997; LOPITZ-OTSOA et. al., 2006; CHEN et. al., 2008).

Na Europa Oriental a ideia de que kefir possa promover beneficios a saude é
antiga. O kefir seria um probiotico natural (RODRIGUES et. al., 2005), apresentando uma
microbiota ativa composta por uma grande variedade de micro-organismos que auxiliam
na acgao contra organismos patogénicos, na manutencdo da microbiota do trato
gastrointestinal e no processo de digestdo (OTLES & CADINGI, 2003; LEE et. al., 2007).

Entretanto, estudos publicados sobre experimentos com animais e humanos que
sustentam esta hipotese ou sobre 0 mecanismo pelo qual o kefir exerce seus efeitos

benéficos sdo escassos.

O trato gastrointestinal de camundongos fornece um excelente modelo para o
estudo do efeito de diferentes tipos de dieta neste ecossistema. Animais experimentais
podem ser mantidos sob condicbes controladas e as diferentes partes do trato
gastrointestinal podem ser amostrados apds o sacrificio dos animais, evitando, assim, a
obtengado de resultados apenas a partir de exames nas fezes. E evidente que a natureza
da dieta em animais experimentais deve ser considerada em estudos futuros da
microbiota intestinal dos humanos (MARQUINA et. al., 2002).

A producéao do kefir utilizando os grdos como cultura iniciadora € muito dificil e
irregular devido a complexidade da sua composicdo microbiolégica que varia muito
dependendo da origem dos graos e das condigbes de estocagem e manipulagéo
(FONTAN et. al., 2006). Métodos utilizando cultura iniciadora composta de bactérias e
leveduras isoladas e selecionadas para a producgéao de kefir tém sido sugeridos (SARKAR,
2008), eliminando assim os problemas associados ao método com graos e permitindo a

obteng¢ao de um produto com qualidade padronizada (ASSADI et. al., 2000).

As caracteristicas do kefir ttm sido bem descritas na literatura, mas suas
variagdes durante o tempo e as condigdes de estocagem tem sido pouco estudadas
(GARROTE et. al., 1997). Dessa forma, o estudo das caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais ocasionadas durante o periodo de estocagem dos alimentos
possibilita estimar a sua vida util, sendo um fato de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novos produtos, para as industrias de alimentos, &rgaos

governamentais e a seguranga dos consumidores (SANGALETTI, 2007).

Considerando os fatos relatados, o presente trabalho teve por objetivos avaliar
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as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriail a fim de determinar o
tempo de vida-de-prateleira de amostras de kefir elaboradas com os grdos de kefir
(Método tradicional) e com culturas puras isoladas desses graos (Método com cultura
iniciadora) e também verificar o efeito protetor dessas amostras na infecgado experimental

com Salmonella enterica sorovar Typhimurium em modelo animal.
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REVISAO DE LITERATURA

1 LEITES FERMENTADOS

1.1 Histéria e definigoes

O processo de fermentagao para a producao de alimentos, segundo evidéncias
arqueoldgicas, foi descoberto ha milhares de anos atras incidentalmente. O emprego
desse processo em alimentos tornou-se comum apds se observar que os alimentos
fermentados apresentavam conservacédo mais longa e melhor valor nutricional em relagao
ao alimento correspondente nado fermentado (FARNWORTH, 2005; MARTINS, 2006).
Assim, esse tipo de processo é um dos métodos mais antigo utilizado a fim de prolongar a
vida-de-prateleira do leite, e praticado ha milhares de anos pelos seres humanos
(TAMIME, 2002).

A origem exata da producao de leites fermentados ¢é dificil de se estabelecer,
mas € possivel afirmar que data de mais de 10.000 anos atras. Esses produtos séo
originarios do Oriente Médio e Balcas, e a evolugao das técnicas de producgéo dos leites
fermentados ao longo dos anos pode ser atribuida as habilidades culinarias dos
habitantes dessas regides (TAMIME, 2002). Os estudos realizados por Metchnikoff no
Institut Pasteur em Paris (Franga), no comecgo do século 1900, foram os primeiros apontar
a producgao de leites fermentados como resultado do metabolismo de micro-organismos
(ROBINSON, 2001).

Segundo a definicdo da International Dairy Federation (IDF) (1992), leites
fermentados s&o preparados a partir do leite e/ou produtos de leite (como, por exemplo,
combinagdes de leite integral, parcialmente ou completamente desnatado, concentrado ou
leite em pod, buttermilk em po, proteina do leite: concentrados de proteina, caseina e
caseinatos comestiveis, creme, manteiga — os quais tém sido produzidos de matérias-
primas previamente pasteurizadas) fermentados pela acdo de micro-organismos

especificos, resultando na reduc¢ao do pH e coagulagdo das proteinas do leite.

Os leites fermentados, de acordo com a definicdo da legislagdo brasileira, sao

‘os produtos adicionados ou ndao de outras substancias alimenticias, obtidas por
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coagulagdo e diminuigdo do pH do leite, reconstituido ou nado, adicionado ou nédo de
outros produtos lacteos, por fermentagao lactica mediante agdo de cultivos de micro-
organismos especificos”. E esses micro-organismos devem ser viaveis, abundantes e

ativos no produto final durante sua vida de prateleira (BRASIL, 2000).

1.2 Classificagao

A definicdo de leite fermentado inclui os iogurtes, leites cultivados, os leites
acidofilos, o kefir, kumys e a coalhada (BRASIL, 2007). ROBINSON & TAMIME (1995)
propuseram um esquema para a classificacdo dos leites fermentados, considerando os

micro-organismos que predominam no produto, incluindo seus principais metabalitos:

+ Fermentagdes lacticas que incluem (a) mesofilos: buttermilk, filmjok, tatmjolk e
langofil; (b) termofilos: iogurte, buttermilk bulgaro, zabadi, dahi; e (c) probidticos:
leite acidofilo, Yakult, ABT, Onka, Vifit, os produtos deste grupo constituem os leites

fermentados mais conhecidos no mundo;
* Fermentacgdes lacticas e leveduras: kefir, koumiss, leite de levedura acidéfilo; e
» Fermentagdes lacticas e bolores: villi (citado por KHURANA & KANAWUJIA, 2007).

Hoje os produtos de leite fermentado sao produzidos no mundo inteiro e existem
aproximadamente 400 nomes genéricos aplicados aos produtos industrializados ou
tradicionais. O tipo de indculo utilizado para a fermentacéo do leite resulta em diferentes
leites fermentados e dentre eles, o mais comum e consumido € o iogurte (MARTINS,
2006).

1.3 Aspectos gerais

Entre 2001 e 2004, o IDF (International Dairy Federation) observou um
crescimento generalizado do consumo de leites fermentados ao redor do mundo. E os
mercados mais significativos, depois do mercado japonés, sao a Coréia do Sul e o Brasil,
seguidos por um numero de mercados da Europa Ocidental. A Europa Ocidental tem
aumentado em importancia, tornando-se a segunda maior regido consumidora de leites
fermentados a frente da América Latina (KHURANA & KANAWJIA, 2007).

Os ingredientes obrigatérios para a producao dos leites fermentados sao: leite

e/ou leite reconstituido padronizado em seu conteudo de gordura, cultivos de bactérias
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lacticas e/ou cultivos de bactérias lacticas especificas. Os ingredientes opcionais
permitidos sao: leite concentrado, creme, manteiga, gordura anidra do leite ou butter oll,
leite em po, caseinatos alimenticios, proteinas lacteas, outros sélidos de origem lactea,
soros lacteos, concentrados de soros lacteos e outros ingredientes ndo lacteos (frutas em
forma de pedacos, polpa(s), suco(s) e outros preparados a base de frutas, maltodextrinas,
mel, coco, cereais, vegetais,chocolate, especiarias, café, outras, agucares e/ou glicidios)

numa proporg¢ao maxima de 30% (m/m) do produto final (BRASIL, 2000).

Os leites fermentados devem apresentar uma consisténcia firme, pastosa,
semissolida ou liquida, cor branca ou de acordo com a(s) substancia(s) alimenticia(s) e/ou
corante(s) adicionado(s) e ainda odor e sabor caracteristicos ou de acordo com a(s)
substancia(s) alimenticia(s) e/ou  substancia(s) aromatizante(s)/saborizante(s)
adicionada(s) (BRASIL, 2000).

As propriedades quimicas, microbiologicas e reoldgicas dos leites fermentados
podem ser modificadas pelo tipo de culturas iniciadoras adicionadas, pela adi¢ao de soro,
a composicao do leite, o processamento, incluindo as etapas pos-fermentacéo, como por

exemplo, a quebra do coagulo e a temperatura de estocagem (CUNHA et. al., 2008).

1.4 Produtos lacteos adicionados de probiéticos

A ingestao de micro-organismos com efeito probiético pode ser feita na forma de
preparagdes farmacéuticas como compostos em po, tabletes ou capsulas, ou de iogurtes
e outros alimentos fermentados. Esses produtos podem conter somente uma, ou varias
espécies distintas de micro-organismos (FOOKS & GIBSON, 2002).

Ha muitas pesquisas relacionadas a probiéticos que se encontram voltadas para
produtos como leites fermentados, especialmente iogurtes, sendo estes os principais
produtos presentes no mercado mundial contento probidticos (SAAD, 2006). Os produtos
probidticos sdo mais populares no Japao onde existe no mercado mais de 53 tipos
diferentes de produtos (VASILJEVIC & SHAH, 2008). A maior categoria de alimentos nos
EUA que contém culturas de micro-organismos vivos e ativos € a de produtos lacteos
fermentados, como o kefir, iogurte e queijos (DOUGLAS & SANDERS, 2008).

O consumo de produtos lacteos funcionais no Oeste da Europa, Estados Unidos
(EUA) e Japao aumentou desde 2005 (VASILJEVIC & SHAH, 2008). Os europeus

consomem probidticos em alimentos e suplementos alimentares. O mercado consumidor
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de alimentos probiéticos € de 11,4 bilhdes de euros na Europa Ocidental. O maior setor é
de iogurte e sobremesas, com vendas de aproximadamente 1 bilhdo de euros, e o
restante do mercado é basicamente leite fermentado probidtico. Crescimento anual das
vendas esta previsto para aproximadamente 7% a 8% nos proximos cinco anos. As
diferencas entre os mercados dos EUA e dos paises europeus para os probioticos podem
ser facilmente explicado pelo consumo per capita anual de leite fermentado (incluindo
iogurte), na Europa consomem-se 35 a 45 L / pessoa / ano, enquanto na América do
Norte consomem-se 4-5 L / pessoa / ano (SAXELIN, 2008).

No Brasil, estima-se que o consumo de leites fermentados contendo probidticos
esta em torno de 120 mil toneladas/ano. Sdo encontrados no mercado brasileiro varios
produtos alimenticios contendo probiéticos, como leite fermentado aromatizado ou néo, e
iogurte (OLIVEIRA et. al., 2002).

Os micro-organismos utilizados como probidticos destinados a tecnologia de
produgado de alimentos, além de apresentar os critérios mencionados anteriormente,
devem apresentar estabilidade genética, boa capacidade de multiplicagdo no alimento
desejado, permanecer estaveis e viaveis durante o armazenamento e proporcionar
caracteristicas sensoriais adequadas ao produto. As cepas também necessitam ser
adequadas a produgdo industrial em larga escala, resistindo as condigdes de
processamento como liofilizacdo ou secagem por spray drying (GRAJEK et. al., 2004;
VASILJEVIC & SHAH, 2008).

O crescimento e a viabilidade destes micro-organismos na matriz de alimentos
dependem de fatores como a espécie e linhagens presentes, a quantidade do inéculo, a
disponibilidade de nutrientes, o tempo de fermentagdo, concentragao de agucar, o pH,
temperatura de estocagem, presenca de micro-organismos competidores ou inibidores,
oxigénio dissolvido e permeabilidade do oxigénio através da embalagem, e até a adicao
de ingredientes que favorecem o crescimento das culturas probidticas (OLIVEIRA et. al.,
2002; KOMATSU et. al., 2008; VASILJEVIC & SHAH, 2008)

2 PROBIOTICOS

2.1 Histérico
Ha relatos bem antigos acerca dos beneficios a saude proporcionados pelo uso
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de micro-organismos vivos em alimentos, principalmente bactérias acido lacticas. Na
versao Persa do Antigo Testamento (Génesis 18:8) afirma-se que “Abrado deveria sua
longevidade ao consumo de leite acido”. Em 76 A.C. o historiador romano, Plinius,
recomendou o uso de leites fermentados para o tratamento de gastroenterites
(SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001; TEITELBAUM & WALKER, 2002).

Em 1885, um pesquisador, Escheric, reconheceu, pela primeira vez, a
importancia do exame para identificar a presenga de bactérias no trato gastrointestinal e
fezes normais, e consequentemente compreender a fisiologia da digestao e a patologia e
terapia das doengas intestinais de origem microbiana (DOUGLAS & SANDERS, 2008). O
cientista russo, Elie Metchnikoff, ganhador do Prémio Nobel em 1908, sugeriu 0 consumo
de leite fermentado para modular a microbiota intestinal (NICOLI & VIEIRA, 2003). Ele
sugeriu que a ingestao de iogurte contendo Lactobacillus diminuia o numero de bactérias
produtoras de toxina no intestino e contribuia para a longevidade de camponeses
bulgaros, grande consumidores de iogurte (TEITELBAUM & WALKER, 2002). Na mesma
época, o microbidlogo francés Tissier observou que a microbiota fecal de recém-nascidos
amamentados com leite materno apresentava mais Bifidobacterium que a microbiota fecal
de criangas que eram amamentadas com outro tipo de leite (SCHREZENMEIR & DE
VRESE, 2001; NICOLI & VIEIRA, 2003).

Em 1930, uma cepa de Lactobacillus capaz de sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal foi isolada e cultivada. A cultura, identificada como Lactobacillus casei
Shirota, foi utilizada com sucesso na producdo de um leite fermentado chamado “Yakult”,
o qual iniciou a fundagdo da companhia de mesmo nome em 1935. No periodo entre o
final dos anos de 1930 e de 1950, a pesquisa nesta area perdeu seu ritmo,
provavelmente, devido as condi¢gbes adversas (depresséo, guerra) no mundo. A volta do
interesse pela pesquisa da microbiota intestinal humana foi iniciada no fim de 1950 e
comego de 1960 que conduziu a introducdo do conceito de probidtico (VASILJEVIC &
SHAH, 2008).

2.2 Definigdo

O termo "probidtico" tem origem grega e significa "para a vida" (STEFE, 2008).
LILLEY & STILLWELL, em 1965, empregaram a palavra probioético, pela primeira vez, ao
se referir a uma substancia secretada por um micro-organismo que estimulava o
crescimento de outro (BARBOSA et. al., 2006). PARKER, em 1974, foi o primeiro a utilizar
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o termo probidtico com o sentido empregado atualmente e definiu probiéticos como
“organismos ou substancias os quais contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal”
(COPPOLA & TURNES, 2004).

Atualmente, a definicdo de probidticos mais aceita internacionalmente € a
adotada pela Organizacdo da Agricultura e Alimentagcdo (FAO) das Nagdes Unidas e
Organizagdo Mundial de Saude (WHO) (KOMATSU et. al., 2008). Segundo a FAO/WHO
(2002), probiodticos sao definidos como “micro-organismos vivos que, quando

administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”.

Apesar da definicdo de probidticos focar a importancia de sua viabilidade, ha
estudos que sugerem que micro-organismos nao viaveis ou fragdes de células podem
exercer algum efeito benéfico (KATARIA et. al., 2009).

2.3 Micro-organismos utilizados como probioéticos

A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de micro-organismos utilizados como
probidticos. Os micro-organismos utilizados como probidticos sao usualmente
componentes n&o-patogénicos da microbiota humana, tais como bactérias produtoras de
acido lactico: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium e alguns

Streptococcus; e uma levedura: Saccharomyces boulardii (BARBOSA et. al., 2006).

Um micro-organismo para ser definido como probidtico deve apresentar os
seqguintes critérios: o género ao qual pertence o micro-organismo deve ser de origem
humana (KAUR et. al., 2002; TEITELBAUM & WALKER, 2002); manter-se viaveis por
longo tempo durante a estocagem e transporte; tolerar o baixo pH do suco gastrico e
resistir a acdo da bile e das secregcbes pancreatica e intestinal; resistir a fagos e ao
oxigénio (COPPOLA & TURNES, 2004); aderir a mucosa intestinal e colonizar, mesmo
que temporariamente, o trato gastrointestinal humano; produzir compostos
antimicrobianos e ser metabolicamente ativo no intestino, impedindo ou reduzindo, assim,
a aderéncia e proliferacdo de patégenos (KAUR et. al., 2002; TEITELBAUM & WALKER,
2002; SAAD, 2006). O micro-organismo probidtico também deve ser seguro para uso
humano, ndo apresentar historico de patogenicidade e ndo estar associado a outras
doencgas (SAAD, 2006). O micro-organismo ainda nao deve ser capaz de transportar
genes transmissores de resisténcia a antibiéticos (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

24



Tabela 1: Alguns exemplos de micro-organismos utilizados como probiéticos.

Géneros Espécies
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus linhagens LC1,La5, La7, Gilliland
Lactobacillus casei linhagens Shirota, Imunitass, NCC208
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e tolerans
Lactobacillus fermetum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus cellobiosus

Bifidobacterium Bifidobacterium bifidum, breve, infantis, lactis
Bifidobacterium animalis, longum e thermophilum
Enterecoccus Enterecoccus faecium, faecalis
Pediococcus Pediococcus acidilactici
Lactococcus Lactococcus lactis subsp. Lactis
Saccharomyces Saccharomyces bouladii e cerevisiae

Fonte: TAMIME, 2002; SAAD, 2006.

O potencial probidtico dos micro-organismos pode diferir entre cepas de uma
mesma espécie. Cepas de uma mesma espécie sdo incomparaveis e podem possuir
areas de aderéncia distintas, efeitos imunoldgicos especificos e seus mecanismos de
agao sobre a mucosa saudavel e a inflamada podem ser distintos (ISOLAURI et. al.,
2004).

A fim de exercer suas propriedades funcionais, os probioticos necessitam chegar
aos sitios ativos em uma forma viavel e ativa (VASILJEVIC & SHAH, 2008). No entanto, a
viabilidade e atividade nao sao os unicos fatores importantes na acdo de um probiético. O

nivel do micro-organismo deve ser suficientemente elevado (NICOLI & VIEIRA, 2003).

Os niveis recomendados de micro-organismos, geralmente sugeridos pelos
estudos, sdo de 10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL a 10" e 10® UFC/mL.

Essas sugestdes tém sido feitas para compensar a possibilidade de redugdo na

25



concentracdo dos organismos probidticos durante o processamento e estocagem do
produto probidtico, assim como durante a passagem pelo trato gastrointestinal
(VASILJEVIC & SHAH, 2008). A ingestdo diaria de um probidtico é, portanto,
indispensavel para manter niveis artificialmente elevados do micro-organismo no
ecossistema digestivo, assegurando o continuo efeito benéfico no organismo humano
(KOMATSU et. al., 2008).

A recomendacado, atualmente, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é baseada na porc¢ao diaria de micro-organismos viaveis que devem
ser ingeridos, sendo o minimo de 10% a 10° UFC/dia (BRASIL, 2007).

Dentre as bactérias probidticas, 56 espécies sao reconhecidas como
pertencentes ao género Lactobacillus e 29 espécies sao classificadas como
Bifidobacterium, apesar de serem poucas as cepas com efeito probidtico bem
documentado (SHAH, 2007). A tabela a seguir apresenta exemplos de alguns micro-

organismos utilizados como probidoticos.

Os lactobacilos, de modo geral, podem colaborar na digestdo da lactose em
individuos com intolerancia a esse dissacarideo, diminuir a constipagdo e a diarreia
infantil, ajudar na resisténcia a infecgdes por Salmonella, prevenir a "diarreia do viajante"
e aliviar a sindrome do intestino irritavel (KOMATSU et. al., 2008).

As bifidobactérias sdo conhecidas por estimularem o sistema imunoldgico,
produzirem vitaminas do complexo B, inibirem a produ¢cdo de amoénia e colesterol no
sangue e ajudarem a restabelecer a microbiota normal apds tratamento com antibidticos
(KOMATSU et. al., 2008). Existe a necessidade de identificar de maneira apropriada,
particularmente no caso de Bifidobacterium, as cepas a serem empregadas em produtos
contendo probidticos, uma vez que trés de suas espécies — B. dentium, B. denticolens e
B. inopinatum estdo associadas a carie dentaria e ndo devem ser utilizadas em produtos
alimenticios (OLIVEIRA et. al., 2002).

A levedura Saccharomyces boulardii € um dos poucos micro-organismos
utilizados como probidticos que ndo € de origem humana e ainda possui ao seu favor o
maior numero de ensaios laboratoriais e clinicos. Este probiético € usado no combate a
varios tipos de disturbios gastrointestinais. S. boulardii tem sido sugerida na manutengao
do tratamento da doenca de Crohn e na prevengao de diarreia em pacientes recebendo

alimentagdo por sonda. Além destes, existem ensaios clinicos mostrando o seu efeito
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sobre a microbiota de prematuros e na diminuicdo da diarreia em pacientes com
amebiase aguda. A possibilidade de translocagao do S. boulardii no interior do intestino é
praticamente inexistente, uma vez que a levedura somente sobrevive, mas nao coloniza o
colon (MARTINS et. al., 2005).

As propriedades probidticas dos micro-organismos sdo usualmente estudadas
em diferentes modelos, como in vitro com culturas de células epiteliais, in vivo (animais de

laboratdrio) e voluntarios humanos (GRAJEK et. al., 2004).

2.4 Efeitos benéficos

Os beneficios a saude promovidos pelos micro-organismos probidticos séo
especificos a cepa, consequentemente, ndo ha uma cepa universal que pode promover
todos os beneficios propostos, e nem cepas pertencentes a mesma espécie que
promovem os mesmos beneficios (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Existe uma grande escala de aplicagdes clinicas dos probidticos como em caries
dentarias, ozostomia, dermatites atopicas, asma, infec¢des respiratorias, doenca intestinal
inflamatédria, intolerdncia a lactose, sindrome do intestino irritavel, infeccdo por
Helicobacter pylori, diarreia, cancer colon, infecgdes vaginal, encefalopatia hepatica e
pancreatites, que permanecem ainda sem evidéncias completas (CARPUSO et. al., 2008;
DOUGLAS & SANDERS, 2008).

Em muitos casos, desconhece-se: a dose apropriada para a aplicagédo, o tempo
necessario para alcancar o ponto final da terapia, a interacdo dos probidticos com os
alimentos no intestino e a interagdo entre os micro-organismos probioticos misturados
(CARPUSO et. al., 2008).

Alguns dos potenciais efeitos benéficos dos probiodticos:

* Intolerancia a lactose - Varias revisbes (DE VRESE ef. al., 2001; GILL &
GUARNER, 2004; LOMER et. al., 2008; VASILJEVIC & SHAH, 2008) tem descrito
que alguns probidticos podem melhorar a digestdo da lactose e eliminar os
sintomas da intolerancia. Os mecanismos pelos quais estes probibticos exercem
seus efeitos ndo sao totalmente compreendidos, mas podem envolver alteragcao do
pH intestinal, expressdo da enzima [(-galactosidase, efeitos positivos sobre as
fungdes intestinais e a microbiota do cdélon. Alguns estudos (ROSADA, 1992;
RIZKALLA et. al., 2000; HE et. al., 2008) demonstraram a melhora da digestao da
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lactose e alivio dos sintomas gastrointestinais;

Prevencéo e reducao dos sintomas de diarreia — Os probidticos podem atuar na
reducao dos sintomas ou duracéo e/ou prevengao de: diarreia infantil (SULLIVAN &
NORD, 2002; HUANG et. al., 2002; NOMOTO, 2005), diarreia do viajante
(MCFARLAND, 2007; SPIES, 2008), aquelas associadas ao uso de antibiéticos
(KOTOWSHA et. al., 2005; MCFARLAND, 2006; HICKSON et. al, 2007) e
causadas por patdégenos de origem alimentar (FOOKS & GIBSON, 2002);

Prevencgao e tratamento de alergias — A prevengao e controle das alergias € outra
area que os probidticos podem exercer o seu papel potencialmente benéfico
(FURRIE, 2005; VILJANEN et. al., 2005; GUEIMONDE et. al, 2006). Os
mecanismos do efeito protetor dos probioticos sobre as reagdes alérgicas nao sao
completamente conhecidos (VASLJEVIC & SHAH, 2008);

Reducdo do risco associado a mutagenicidade e carcinogenicidade - Estudos
experimentais demonstram a habilidade de Bifidobacterium e Lactobacillus em
diminuir a atividade genotoxica de certos compostos quimicos e aumentar a
atividade antimutagénica durante o crescimento em meio selecionado (VASLJEVIC
& SHAH, 2008);

Efeito hipocolesterolémico — A capacidade dos probidticos para reduzir os niveis
séricos de colesterol é ainda assunto para debate. Esta habilidade pode estar
relacionada a atividade de algumas cepas do género Lactobacillus em desconjugar
sais biliares pela produgao de hidrolases (MOMBELLI & GISMONDO, 2000).

Inibicdo da Helicobacter pylori - Os probidticos demonstram ser capazes de reduzir
a carga microbiana e a inflamagao em estudos em animais e humanos (FEDORAK
& MADSEN, 2004). Estudos (FELLEY et. al., 2001; CRUCHE et. al., 2003;
PANTOFLICKOVA et. al., 2003) indicaram a supressao do crescimento da H. pylori
e reducao da inflamagao. Nenhum estudo, no entanto, identificou a erradicagao do
patogeno (FLOCH et. al., 2005).

Prevencgao de doencgas inflamatdrias do intestino (DIl) — A doenga inflamatéria do
intestino € uma inflamagao crénica e recorrente que afeta geralmente o intestino
delgado e o cdlon e inclui doenga de Crohn e colite ulcerativa (SULLIVAN & NORD,
2002). A manipulagdo terapéutica da microbiota intestinal normal utilizando

probidticos tem sido considerada como uma opgao de tratamento adicional
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(MUTLU et. al., 2002; GEIER et. al., 2007; REIF & KELLY, 2010).

2.5 Mecanismos de atuagao

O mecanismo de acdo dos probidticos ainda nao estda completamente
esclarecido, contudo ha sugestdes de varios processos que podem atuar
independentemente ou associados (COPPOLA & TURNERS, 2004). Os mecanismos de
agao propostos para explicar os efeitos benéficos dos probidticos sdo, basicamente, os
mesmos atribuidos a microbiota digestiva normal no exercicio de suas fungdes, dentre
elas, protecdo ecoldgica, imunomodulagdo e contribuicdo nutricional ao hospedeiro
(NICOLI & VIEIRA, 2000).

Producdo de compostos com atividade antimicrobiana: os micro-organismos
produzem substancias que inibem o crescimento de varios micro-organismos patogénicos

como acidos organicos, diacetil, peréxido de hidrogénio, bacteriocinas e outros (FOOKS &
GIBSON, 2002; RASTALL et. al., 2005; SAAD, 2006).

Competicdo por nutrientes e sitios de adesdo: consiste em uma exclusao
competitiva, em que o probidtico compete com os patdogenos por sitios de fixagcdo e

nutrientes, impedindo a sua fixacdo e o seu desenvolvimento. A exclusdo competitiva
explicaria a necessidade da administragcdo continuada e as elevadas doses dos
probioticos, para manifestar seus efeitos (COPPOLA & TURNES, 2004; RASTALL et. al.,
2005; SNELLING, 2005).

Modulacdo do sistema imune do hospedeiro: estudos recentes apontam a

atuacdo dos micro-organismos probioticos na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro saudavel ou ndao como outro mecanismo (FEDORAK & MADSEN, 2004;
RASTALL et. al., 2005). Os probidticos podem estimular tanto a resposta imune nao-
especifica quanto a especifica. Acredita-se que esses efeitos sejam mediados pela
ativagdo dos macrofagos, aumento dos niveis de citocinas, aumento da atividade das
células destruidoras naturais (NK - “natural killer’) e/ou dos niveis de imunoglobulinas
(SAAD, 2006).
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3 KEFIR

3.1 O kefir

O kefir € um leite fermentado refrescante, carbonatado e com um sabor
levemente acido produzido pela fermentagdo com gréos de kefir, os quais sdo compostos
por uma mistura complexa de bactérias e leveduras, resultando, principalmente, na
producao de acido lactico, etanol e didxido de carbono (GARROTE et. al., 2001; LOPITZ-
OTSOA et. al., 2006; SARKAR, 2007). O kefir € também conhecido como Kefyr, Kephir,
Kefer, Kiaphur, Knapon, Kepi ou Kippi (FARNWORTH, 2005).

A FAO/WHO (2003) prop6s uma definicdo do kefir baseada na composigéo dos
graos de kefir e do produto final, um leite fermentado produzido pela inoculagao de graos
de kefir ou cultura iniciadora, compostos por Lactobacillus kefir, espécies dos géneros
Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter, leveduras lactose-positiva e/ou lactose-negativa

que crescem em sinergismo.

O kefir, segundo a legislacdo brasileira, € um leite fermentado resultante da
fermentagao de leite pasteurizado ou esterilizado realizada com cultivos acido lacticos
elaborados com graos de kefir, Lactobacillus kefir, espécies dos géneros Leuconostoc,
Lactococcus e Acetobacter com produgao de acido lactico, etanol e didoxido de carbono
(BRASIL, 2007).

O kefir originou-se nas montanhas dos Caucasos. Os graos de kefir,
historicamente, foram considerados um presente de Ala entre o povo mugulmano do norte
das montanhas (GARROTE et. al., 1997; LOPITZ-OTSOA et. al., 2006). Tradicionalmente,
0s caucasianos preparavam o kefir pela fermentacao do leite em sacos feitos do couro cru
(ou estbmago) de animais. O leite fresco era adicionado do leite fermentado e apés um
tempo, ocorria um acumulo de camadas de micro-organismos embebidos em um material
com proteina e polissacarideo e, eventualmente, a formagdo dos graos (REA et. al,
1996).

A palavra kefir é derivada da palavra, em Turco, keif a qual pode ser traduzida
como “sentir-se bem”, sensagédo experimentada apos ingeri-lo. Os graos de kefir foram
passados de geragao em geragao entre as tribos do Caucaso, sendo estes considerados
uma fonte de riqueza familiar (LOPITZ-OTSOA et. al., 2006).
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O kefir ocupa um importante lugar na dieta humana em muitas partes do mundo,
incluindo Sudoeste da Asia, Europa Oriental, Norte da Europa, América do Norte, Jap3o,
Oriente Médio, Africa do Norte e Russia devido aos seus atributos nutricionais e
terapéuticos (SARKAR, 2007). A producao artesanal do kefir € difundida em paises como
Argentina, Taiwan, Portugal, Turquia e Franga. No Brasil, o kefir ainda € pouco conhecido,
apesar de ser fabricado a nivel caseiro, principalmente por aquelas pessoas procedentes
de paises onde seu consumo ¢ tradicdo (FARNWORTH, 2005).

3.2 Os graos de kefir

Os graos de kefir sdo uma massa gelatinosa irregular, branca ou levemente
amarela, com uma textura fina, mas firme. Esses graos apresentam uma estrutura similar
a pipoca ou couve-flor e um didmetro que varia de 0,3 a 3,5 cm (GARROTE et. al., 1997;
GARROTE et. al., 2001; FARNWORTH, 2005). Eles sdo compostos, na maior parte, de
proteinas e polissacarideos nos quais existe uma microbiota diversa (GARROTE et. al.,
1997; TAMIME et. al., 2001; SARKAR, 2007).

A microbiota presente nos gréos de kefir depende, principalmente, da sua
origem. Ha relatos que os graos de kefir contém Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc
e leveduras e, algumas vezes, bactérias acido acéticas, dependendo da sua origem ou
pais de origem, assim como do meétodo de cultivo e substrato adicionado. Essa
microbiota, apesar de complexa, encontra-se em equilibrio simbidtico, mas ela nem
sempre se mantém constante (GUZEL-SEYDIM et. al., 2005; DOGAN, 2010).

Na parte exterior dos graos pode se observar um biofiime complexo e
firmemente envolvido, enquanto a parte interior compreende, principalmente, um material
nao estruturado. A microbiota € dominada por células de leveduras limoniforme ou com
filamentos longos crescendo em associagdo com bactérias em forma de cocos e de
bacilos longos ou curtos. Os cocos sdo observados preferencialmente nas superficies das
células de leveduras, enquanto os bacilos sdo encontrados, principalmente, entre as
células de leveduras (LOPITZ-OTSOA et. al., 2006).

A composigado quimica dos graos de kefir pode variar de 890-900 g/Kg de agua,
2 g/Kg de lipidios, 30 g/Kg de proteinas, 60 g/Kg de carboidratos e 7 g/Kg de cinzas
(GARROTE et. al., 1997). Graos de kefir originarios da Russia, lugoslavia e Bulgaria

contém aproximadamente 90% de agua, 3,2% m/m de proteinas, 0,3% m/m de lipidios,

31



5,8% m/m de substéncias soluveis nao-nitrogenadas e 0,7% m/m de cinzas. Valores
similares tém sido encontrados em graos de kefir provenientes da Suécia (GARROTE et.
al., 2001).

LIUT KEVICIUS & SARKINAS (2004) relataram graos de kefir com 86,3% de
umidade, 4,5% m/m de proteinas, 1,2% m/m de cinzas e 0,03% m/m de lipidios.
GARROTE et. al. (2001) avaliaram graos de kefir originarios da Argentina os quais

apresentaram 83% de umidade, 9,10% m/m de polissacarideos e 4,5% m/m de proteinas.

Os graos sdao mantidos viaveis por transferéncia diaria para leite fresco e, em
seguida, crescimento por aproximadamente 20 horas; durante esse tempo, os graos,
geralmente, aumentam sua massa em 25% (FARNWORTH, 2005). Esse aumento de
massa dos graos de kefir deve-se ao aumento na biomassa de micro-organismos junto ao
aumento na quantidade da matriz composta por proteinas e polissacarideos. Os graos
sdo, em geral, retirados do leite apds o processo de fermentagdo e utilizados em uma
nova fermentacao (GARROTE et. al., 2001).

Apesar da intensa pesquisa e muitas tentativas realizadas para produzir graos
de kefir a partir de culturas puras ou mistas, normalmente presentes nos gréos, nenhum
resultado positivo foi relatado (LIBUDZISZ & PIATKIEWICZ, 1990). Atualmente, novos
graos de kefir somente podem ser obtidos a partir do crescimento de graos preexistentes
(SHOEVERS & BRITZ, 2003).

As populagdes de micro-organismos presentes nos grédos de kefir podem
também ser preservadas por outros métodos, incluindo congelamento, liofilizagao,
secagem e refrigeracdo. Pesquisas demonstraram que a preservagao dos graos de kefir
por secagem e liofilizagado mantém sua atividade por 12 a 18 meses. Os graos congelados
e estocados a -20°C mantém atividade microbiana por 7 a 8 meses, enquanto os graos
estocados sob temperaturas de refrigeragdo demonstraram uma diminuigdo da atividade
antes de 10 dias (WITTHUHN et. al., 2005a).

Nos graos de kefir, o polissacarideo kefirano serve como uma matriz onde vivem
as bactérias e leveduras. As vias metabdlicas que levam a produgao de kefiran ndo sao
completamente compreendidas, no entanto, sabe-se que esse polissacarideo € composto
por unidades repetitivas de hexa- e heptassacarideos constituidos principalmente de
glicose e galactose, com ramificagcdes (FARNWORTH, 2005; GUZEL-SEYDIM et. al.,

2005), estruturada representada na Figura 1.
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Figura 1: Proposta de estrutura quimica para o kefiran.
Fonte: FARNWORTH, 2005.

Desde o inicio do seu isolamento, tem sido relatado que o kefirano pode ser
produzido por uma variedade de bactérias isoladas dos gréos de kefir obtido de diferentes
fontes (FARNWORTH, 2005). Este exopolissacarideo ndo esta presente apenas nos
graos, mas também nos produtos fermentados (leite e soro) (RIMADA & ABRAHAM,
2003).

Ha relatos que o kefirano possui atividade antibacteriana e antitumoral, modula o
sistema imunoldgico do intestino e protege as células epiteliais contra Bacillus cereus
(MAEDA et. al., 2004; RODRIGUES et. al., 2005;VINDEROLA et. al., 2006; MEDRANO et.
al., 2007).

O kefirano também pode ser usado como aditivo alimentar para produtos
fermentados a fim de realcar as propriedades reoldgicas dos géis de leites fermentados,
aumentando sua viscosidade aparente e a estabilidade desses géis durante o
armazenamento (WANG et. al., 2008).

ABRAHAM & RIMADA (2006) demonstraram que as propriedades de
viscosidade e viscoelasticidade dos géis acidos foram melhoradas pela adigao de kefiran,
sugerindo uma possivel aplicagdo deste polissacarideo natural como um agente de corpo
alternativo para produtos lacteos. A viscosidade intrinseca do kefiran € menor do que de
alguns polissacarideos utilizados como aditivos alimentares, como a goma guar (LAUNAY
et. al., 1997), mas é maior do que a viscosidade intrinseca de determinadas dextranas
(ARMSTRONG et. al., 2004).
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3.3 Caracteristicas

3.3.1 Caracteristicas quimicas

A composicao fisico-quimica do kefir varia, consideravelmente, com o tipo de
leite empregado na fermentagdo. Um kefir tipico contém 89-90% (m/m) de umidade, 0,2%
de lipidios, 3,0% de proteina, 6,0% de carboidratos, 0,7% de cinzas e 1% de alcool e de
acido lactico. Ha relatos que o kefir possui 1,98 g/L de diéxido de carbono e 0,48% de
alcool, sendo que o conteudo de CO, aumenta com a elevagao da concentragao de gréos
de kefir (SARKAR, 2007).

Entretanto, a producdo de CO. durante o manufaturamento do Kkefir,
especialmente apds a embalagem, apresenta alguns problemas praticos, visto que os
micro-organismos (particularmente, as leveduras) no kefir continuam a crescer mesmo
depois da estocagem. O recipiente utilizado para embalar o kefir deve ser suficientemente
forte para suportar o acumulo de pressao (por exemplo, vidro) ou flexivel o suficiente para

conter o volume de gas produzido (por exemplo, plastico) (FARNWORTH, 2005).

A composigao fisico-quimica para o kefir recomendada pela FAO/WHO (2003) e
pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites fermentados
(BRASIL, 2007) é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2: Padrées fisico-quimicos para o kefir.

Parametros FAO/WHO (2003) BRASIL (2007)
Proteina (%m/m) min. 2,8% min. 2,9%
Gordura (Y%om/m) <10,0% 3,0a5,9%
Acido lactico (%m/m) min. 0,6% <1,0%
Etanol (%v/m) nao mencionado 0,5a1,5%

Fonte: FAO/WHO, 2003; BRASIL, 2007.

TAMIME et. al. (2001) relataram que ha diferengas significativas na quantidade
de solidos totais, proteina, carboidratos e cinzas entre kefir elaborados com diferentes
tipos de leites. Essas diferengas no conteudo de proteina (29 a 65 g/Kg), carboidratos (38
a 47 g/Kg) e cinzas (7 a 11 g/Kg) refletem as diferencas entre os leites das diferentes
espécies de mamiferos. Entretanto, a quantidade de lipidios foi em torno de 30 g/Kg em

todos os tipos de leites pois a quantidade de gordura dos leites é padronizada.
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O leite de vaca na Russia é utilizado para produgao de kefir e gera um produto
final que contém 0,8% de acido lactico, 1% de etanol e de CO, (REA et. al., 1996). A
quantidade de lactose é reduzida aproximadamente em 25% no kefir em relagédo ao leite
empregado na fermentacdo (IRIGOYEN et. al., 2005) e o nivel de B-galactosidase é
aumentado como resultado da fermentacao. As leveduras contribuem para a redugao dos
valores de lactose no produto final de kefir (MARQUINA et. al., 2002).

O sabor e aroma unicos do kefir devem-se a atividade metabdlica das diferentes
espécies de bactérias acido lacticas e leveduras presentes nos graos. Os principais
produtos finais da fermentacdo do kefir sdo acido lactico, acetaldeido, etanol, acetoina,
diacetil e diéxido de carbono (ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM, 2009; FERREIRA et. al,,
2010). O etanol e o diéxido de carbono conferem um aroma resfrescante Unico e exético
ao kefir (BESHKOVA et. al., 2003; LOPITZ-OTSOA et. al., 2006). O acido lactico promove
um ligeiro sabor acido e amargo e o acetaldeido esta relacionado ao sabor caracteristico
de leite fermentado (ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM, 2009).

Os seguintes compostos aromaticos foram detectados na producdo de kefir,
além de acetaldeido, diacetil e etanol: acetona, acetato de etila e 2-butanona. Em um
estudo sobre producido de compostos carbonila na elaboracdo de kefir cultura iniciadora
ou com graos de kefir, encontrou-se acetaldeido, acetato de etila, 2-butanona, diacetil e
etanol (BESHKOVA et. al., 2003).

As concentracdes de acetaldeido e acetoina aumentam durante a fermentagao.
E no decorrer do tempo de estocagem, a concentracédo de acetaldeido aumenta enquanto
a de acetoina diminui. A produgcdo de compostos volateis (como, por exemplo, etanol,
acetato de etila, 1-propanol, alcool isobutilico e alcool amilico) tem sido demonstrada ser
dependente da temperatura de fermentagdo (FARNWORTH, 2005).

O sabor e aroma assim como a composi¢cao deste leite fermentado também
variam dependendo do tipo de leite, processo tecnolégico e origem dos graos de kefir
utilizados (MARSHALL, 1984).

3.3.2 Caracteristicas microbioldgicas

A composi¢ao microbiolégica dos graos de kefir € ainda controversa. Diferentes
relatos indicam que a microbiota dos graos de kefir depende fortemente da origem dos

graos, condi¢des de cultivo e dos processos de producéo e estocagem (GARROTE et. al.,
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2001; WITTHUNN et. al., 2005).

ABRAHAM & ANTONI (1999, citado por SARKAR, 2007) relataram que
aproximadamente 0,9% do peso seco total do kefir & representado pela sua microbiota. A
atividade do grdo depende da viabilidade da microbiota. Bactérias acido lacticas e
leveduras coexistem em uma associagdo simbidtica e s&o responsaveis pelas

fermentacdes acido lactica e alcodlica, respectivamente (GARROTE et. al., 1997).

O crescimento de espécies distintas de bactérias e leveduras nos graos de kefir
pode ser estimulada ou inibida pelo numero e linhagens de bactérias e leveduras
existentes, pela competicdo entre os micro-organismos por nutrientes do meio e/ou pela
producao de metabdlitos (LOPITZ-OTSOA et. al., 2006), resultando em graos com uma
microbiota em constante mudancga e, consequentemente, um leite fermentado sem um

padrao de qualidade.

Nos gréos de kefir, geralmente, as bactérias lacticas sdo mais numerosas (102-
10° UFC/mL) que as leveduras (10°-10° UFC/mL) e bactérias acido acéticas (10°-10°
UFC/mL), embora as condigbes de fermentagbes possam afetar esse padrao
(FARNWORTH, 2005). Estudos indicam que o conteudo de bactérias no kefir varia de 6,4
x 10*a 8,5 x 10 UFC/g e de leveduras de 1,5 x 10° a 3,7 x 108 UFC/g (SARKAR, 2007).

IRIGOYEN et. al. (2005) relataram uma populagdo viavel de 10® UFC/mL de
Lactobacillus e Lactococcus e 10° UFC/mL de leveduras, e ainda 10° UFC/mL de
bactérias acido acéticas apos 24 horas em fermentagdo de amostras de kefir elaborado
com adigdo de graos em porcentagens distintas. Em outro trabalho encontrou-se 78,3%
(1,59 x 10° UFC/g) de Lactobacillus, 0,9% (1,64 x 10" ufc/g) de Lactococcus e 20,8% (4,23
x 10® UFC/g) de leveduras (GARROTE et. al., 1997). Segundo a legislagéo brasileira, o
kefir deve apresentar contagens minimas de 10’ UFC/g de bactérias lacticas totais e de
10* UFC/g de leveduras especificas (BRASIL, 2007).

A composi¢ao da microbiota dos graos de kefir, culturas iniciadoras do kefir e a
bebida do kefir variam consideravelmente em termos de bactérias e leveduras (SARKAR,

2007) como demonstra a Tabela 3.
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Tabela 3: Contagem de micro-organismos em grdos de kefir, cultura iniciadora do kefir e
na bebida.

Graos de kefir Cultura iniciadora Bebida
Micro-organismos (UFC/g) (UFC/mL) (UFC/mL)
Lactococcus 106 108 - 109 109
Leuconostoc 109 107 - 108 107 - 108
Lactobacillus terméfilos 108 10° 10-108
Lactobacillus meséfilos 108 - 10° 102 - 103 .
Bactérias acido-acético 108 10° - 108 104 -10°
Leveduras 108 - 108 10° - 108 104-10°

Fonte: adaptado de SARKAR, 2007.

A Tabela 4 apresenta os micro-organismos isolados do kefir e identificados por

diferentes autores.

MOTAGHI et. al. (1997) isolaram e identificaram os micro-organismos presentes
em um Kefir tradicional produzido no Ira. No total, foram isolados e identificados 11 tipos
de micro-organismos, incluindo bactérias lacticas, bactérias ndo acido lacticas e
leveduras. As bactérias predominantes foram Lactobacillus brevis, Lactobacillus kefir,
Leuconostoc mesenteroides e Acetobacter aceti. E as leveduras identificadas foram
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces fragilis, Saccharomyces lactis e Candida kefir
(MOTAGHI et. al., 1997).

A producdo de alcool durante a fermentacdo para producdo do kefir é
principalmente devido as leveduras, contudo também pode resultar do co-metabolismo da
lactose e citrato pelos Leuconostoc (REA et. al., 1996). Ha evidéncias que as leveduras
tém um importante papel na preparacédo de produtos lacteos fermentados, nos quais elas
podem fornecer, além de etanol e CO,, nutrientes essenciais como aminoacidos e
vitaminas, e alterar o pH do meio (FARNWORTH, 2005).

O D- e o L-lactato sdo os produtos formados em maior quantidade durante a
fermentacao para producao do kefir e sdo produzidos pelos Lactococcus e Lactobacillus,
e Leuconostoc, respectivamente. Ao final da fermentagdo a quantidade do isémero L
produzido € 10 vezes maior que a do isbmero D devido ao aumento do numero de

Lactococcus comparado ao de Leuconostoc (REA et. al., 1996).
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Tabela 4: Micro-organismos encontrados no kefir descritos na literatura.

Referéncias Micro-organismos isolados e identificados

Bactérias acido-lacticas:
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

GARROTE et. al.(2001),
WITTHUNN et. al. (2005),
SARKAR (2007),
CHEN et. al. (2008),

JIANZHONG et. al. (2009).

MARSHALL et. al. (1984)
GARROTE et. al.(2001),
SARKAR (2007),
JIANZHONG et. al. (2009).

GARROTE et. al.(2001)

Lactobacillus kefiri
Lactobacillus acidophilus

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactobacillus brevis
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus casei
Lactobacillus helveticus
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefirgranum
Lactobacillus parakefir
Streptococcus thermoplilus
Enterococcus faecalis
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides

Leveduras:
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces delbrueckii
Saccharomyces unisporus

Torulopsis holmii
Candida holmii
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora delbrus
Candida friedricchii
Candida kefir
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus
Pichia fermentum
Zygosaccharomyces rouxii
Debaryomyces hansenii
Kazachstania unispora
Kazachstania exigua

Bactéria acido-acética:
Acetobacter aceti
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Leuconostoc mesenteroides, uma bactéria lactica heterofermentativa, constitui
outro micro-organismo dominante que produz compostos aromaticos, pode degradar
lactose a acido lactico, acido acético, etanol e CO2, e degradar acido citrico a diacetil,
proporcionando um sabor agradavel (JIANZHONG et. al., 2009). O acumulo de lactato
produzido pelos Lactobacillus leva a rapida reducao do pH do meio inibindo a producéo
deste metabdlito e favorecendo a produgcdo de compostos responsaveis pelo aroma e
sabor caracteristicos do leite fermentado (LOPITZ-OTSOA et. al., 2006).

3.3.3 Caracteristicas nutricionais

Os atributos nutricionais do kefir sdo devido aos componentes quimicos como as
vitaminas, proteina e minerais sendo que o processo de fermentacéo induz o aumento do
seu perfil nutricional (SARKAR, 2007). O kefir € rico em vitamina B4, Bi2, calcio,
aminoacidos essenciais, acido folico e vitamina K (OTLES & CADINGI, 2003).

Vitaminas — O conteudo de vitaminas do kefir € influenciado pelo tipo de leite e a
microbiota (SARKAR, 2007). Foi relatado que quantidades consideraveis de piridoxina,
vitamina Bi,, acido félico e biotina sdo sintetizadas durante a fermentacdo do kefir,

enquanto os niveis de tiamina e riboflavina diminuem (FARNWORTH, 2005).

O kefir constitui uma boa fonte de biotina, uma vitamina B que auxilia no sistema
digestivo. Os numerosos beneficios das vitaminas B vao da regulagao dos rins, figado e
sistema nervoso ao auxilio no alivio de disturbios de pele, aumento da energia e
promog¢ao da longevidade (OTLES & CADINGI, 2003).

Minerais — O calcio e o magnésio sao abundantes no kefir, os quais sao
importantes minerais para o bom funcionamento do sistema nervoso e outros. Essa
bebida também constitui boa fonte de fésforo, o segundo mineral mais abundante no
corpo humano que auxilia na utilizagdo dos carboidratos, gorduras e proteinas para o
crescimento das células (OTLES & CADINGI, 2003). LIUT KEVIVIUS & SARKINAS (2004)
relataram a presencga de macro minerais como potassio, calcio, magnésio, fdsforo e micro

minerais como cobre, zinco, ferro, manganés, cobalto e molibdénio no kefir.

Proteinas — O kefir possui proteinas integras e parcialmente digeridas,
facilitando a utilizagao delas pelo organismo (OTLES & CADINGI, 2003). Os aminoacidos
valina, leucina, lisina e serina sdo formados durante a fermentacado do kefir, enquanto a

alanina e o acido aspartico aumentam quando comparados ao leite (FARNWORTH,
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2005).

O espectro e o nivel de aminoacidos livres nos leites fermentados dependem de
diversas variaveis como o tipo de leite, a composi¢ao da cultura iniciadora, método de

preparagao e condigdes de estocagem (SIMOVA et. al., 2006).

3.3.4 Caracteristicas terapéuticas

Ha uma crenga antiga, especialmente na Europa oriental de que o kefir oferece
beneficios a saude. Ha varios componentes no kefir que podem apresentar propriedades
bioativas (FARNWORTH, 2005).

Tem sido postulado que a longevidade dos camponeses bulgaros € parcialmente
devida ao consumo frequente de kefir (LIU et. al., 2006). Em paises soviéticos, o kefir tem
sido recomendado para o consumo, a fim de reduzir o risco de doengas cronicas e
também tem sido indicado para certos pacientes para tratamento clinico de um numero de
doencas metabdlicas e gastrointestinal, hipertensdo, doenca isquémica do coragao e
alergia (CHEN et. al., 2008).

Atividade antimicrobiana — O kefir possui atividade antimicrobiana in vitro contra

uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e alguns fungos
(ULUSOQY et. al., 2007; PAUCEAN & SOCACIU, 2008). O mecanismo exato da atividade
inibitéria do kefir ndo esta completamente esclarecido, contudo ha sugestdes de que
alguns compostos inibitorios do kefir, como bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, e
acidos organicos, possam ser responsaveis pela morte dos micro-organismos
patogénicos (PAUCEAN & SOCACIU, 2008; SILVA et. al., 2009).

VAN WYK (2001) observou que o kefir possui atividade inibitéria contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Clostridium tyobutyricum e
Listeria monocytogenes. ULUSQY et. al. (2007) demostraram que o kefir possui atividade
antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella
enteritidis, Listeria monocytogenes e Escherichia coli, sendo que se observou melhor

efeito antibacteriano contra Staphylococcus aureus.

A atividade antimicrobiana do kefir produzido com trés diferentes fontes de
carboidrato pelos graos de kefir foi determinada por SILVA et. al. (2009). Os autores
verificaram que o fermentado do acgucar mascavo promoveu a maior atividade

antimicrobiana, produzindo halos de inibicdo correspondentes a 35, 14, 12, 14 e14 mm
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para Candida albicans, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, respectivamente. Sendo que diferentes fontes de carbono,
concentracdes e o tempo de fermentacéao, influenciaram o tamanho dos halos de inibicao

contra micro-organismos patogénicos.

RODRIGUES et. al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana do kefir e seu
polissacarideo insoluvel, kefiran, contra varias espécies de bactérias e Candida albicans e
a atividade cicatrizante do gel kefir 70% em camundongos com lesdes dorsais infectadas
com Staphylococcus aureus. O kefir e kefiran apresentaram atividade contra todos os
micro-organismos testados, sendo os valores meédios das zonas de inibicdo do kefir e do
kefiran iguais a 28,0 + 2,0mm e 26,3 + 2,1mm, respectivamente. O gel de kefir apresentou
um efeito protetor sobre a pele do tecido conjuntivo e, apds 7 dias de tratamento, melhor

cicatrizacdo comparado a emulsao de clostebol-neomicina.

Efeito no trato gastrointestinal — Além dos compostos inibitérios produzidos pelos

micro-organismos presentes no kefir, as bactérias podem promover adesao competitiva a
superficie epitelial gastrointestinal protegendo o organismo de micro-organismos
patogénicos (PAUCEAN & SOCACIU, 2008; SILVA et. al., 2009).

SANTOS et. al. (2003) demonstraram que duas cepas de micro-organismos
(Lactobacillus acidophilus CYC 10051 e Lactobacillus kefiranofaciens CYC 10058)
isoladas do kefir apresentaram capacidade de adesdo as células do célon humano
(células Caco-2) e de inibir a aderéncia da Salmonella Typhimurium, além de uma
atividade antimicrobiana contra varias estirpes patogénicas, dois dos possiveis

mecanismos de acao dos probidticos.

MARQUINA et. al. (2002) avaliaram a influéncia da administracao de kefir na
microbiota do trato gastrointestinal de camundongos e as mudangas nesta populagdo de
micro-organismos e relataram que a administragao de kefir aumentou significativamente a
contagem de bactérias acido lacticas na mucosa intestinal dos camundongos. E a
ingestdao de kefir diminuiu especificamente as populacbes de Enterobacteriaceae e
Clostridia.

LIU et. al. (2006a), estudando o efeito da administragéo oral de kefir obtidos da
fermentacao de dois tipos de leite pelos graos no ecossistema intestinal de camundongos,
observaram que o consumo de kefir-leite ou kefir-soja durante 28 dias aumentou

significativamente as popula¢des de Bifidobacterium e Lactobacillus, enquanto diminuiu
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significativamente as populagdes fecais de Clostridium perfringens.

Estimulacdo do sistema imune — Varios compostos, incluindo DNA bacteriano
soluvel, bem como metabdlitos produzidos durante a fermentacdo do leite, tais como
peptideos ativos e o kefiran, podem ser responsaveis pela imunomodulagdo (HONG et.
al., 2009).

HONG et. al. (2009), investigando a capacidade de imunomodulagao in vitro,
observaram que fracdes de kefir, sobrenadante obtido apds centrifugacao, Lactobacillus
kefiranofaciens M1 e seu sobrenadante induziram a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e as interleucinas IL-1B3, IL-6 and IL-12. Isto sugere que o
sobrenadante de kefir pode ser capaz de promover respostas imunoldégicas mediadas por

células contra tumores e infecgdes por patdgenos intracelulares.

VINDEROLA et. al. (2006b) investigaram in vivo a capacidade imuno-
moduladora do expolissacarideo (EPS) produzido pelo Lactobacillus kefiranofaciens
ATCC 43761 e indicaram que o EPS pode melhorar a produgao de IgA tanto no intestino
delgado quanto no célon e influenciar a imunidade sistémica pela liberacdo de citocinas

Nno sangue.

A administracdo oral de sobrenadante de kefir em camundongos induziu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-6, em macréfagos
peritoneais, mas nao a IL-1a (VINDEROLA et. al., 2006a).

Atividade de B-galactosidase — A ma digestdo da lactose afeta aproximadamente
75% da populagdo adulta do mundo e ocorre mais frequentemente como resultado de
uma diminuigdo programada geneticamente da atividade da lactase no intestino apds 3 a
5 anos de idade (SWAGGERTY et. al., 2002).

O termo “intolerancia a lactose”, muitas vezes, € utilizado como sinénimo de ma
digestdo de lactose, mas esse uso ndo esta necessariamente correto (HERTZLER &
CLANCY, 2003). A ma digestao ocorre quando uma quantidade substancial de lactose nao
€ digerida no intestino. A intolerancia a lactose indica que a ma digestdo de lactose
provoca sintomas gastrointestinais, como dor abdominal, flatuléncia, distensdo abdominal,
nausea ou diarréia (SHAUKAT et. al., 2010).

Os graos de kefir possuem atividade de B-galactosidade e o kefir pode ser
igualmente efetivo, como o iogurte, na redugao dos sintomas em adultos intolerantes a

lactose. O kefir contém menos lactose que o leite e sua ingestdo melhora a digestao
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desse carboidrato e reduz a gravidade da flatuléncia de 54-71% em contraste com o leite
(LOPITZ-OTSOA et. al., 2006; SARKAR, 2007). O conteudo de lactose diminui e os niveis
de B-galactosidade aumentam como resultado da fermentacdo (OTLES & CADINGI,
2003).

HERTZLER & CLANCY (2003) realizaram o primeiro estudo em adultos com ma
digestdo da lactose e demonstraram que o kefir melhora a digestdo da lactose tdo bem
como o iogurte natural. Isso poderia ser explicado, em parte, pela elevada atividade da
enzima [-galactosidade encontrada no kefir, a qual foi 60% maior do que a do iogurte

natural.

Efeito hipocolesterolémico — As doengas cardiovasculares (DCV) representam a
maior causa de morte em paises ocidentais. Um elevado nivel de colesterol total esta,
geralmente, relacionado ao risco de DCV (HASLER, 2002).

LIU et. al. (2006) observaram que os niveis de triglicerideos séricos, as
concentracdes de colesterol total, o acumulo de colesterol no figado e a concentracédo de
colesterol, principalmente da fragdo nao-HDL, foram significativamente reduzidos pela

dieta com leite de soja, kefir de leite ou kefir de soja em hamster por oito semanas.

Os mecanismos envolvidos na atividade hipocolesterolémica das bactérias

intestino, a ligagcao do colesterol e acidos biliares a células bacterianas e assimilagcéo do
colesterol, bem como a supressao da reabsorgdo de acidos biliares por desconjugacéo

dos sais biliares pela atividade hidrolase das bactérias (XIAO et. al., 2003).

Inibicdo do crescimento de tumor — Alguns estudos encontraram evidéncia do

efeito inibidor do kefir sobre o desenvolvimento de tumores e a proliferagdo de células
cancerigenas (NANINE et. al., 2009).

A atividade antimutagénica do kefir foi determinada por LIU et al. (2005)
utilizando por meio do ensaio de mutagenicidade com Salmonella. Eles observaram que
tanto o kefir do leite quanto o kefir do leite de soja demonstraram uma atividade
antimutagénica significativa maior do que o leite e leite de soja e sugerem que a atividade
antimutagénica do kefir de leite pode ser atribuida, em parte, a liberagdo de peptideos das

proteinas do leite durante a fermentacgao.

LIU et. al. (2002) demonstraram que administracao oral de kefir de leite de soja

inibiu o crescimento tumoral e induziu a apoptose das células tumorais, além de aumentar
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os niveis de IgA em extratos do tecido da parede do intestino delgado de camundongos.

Alergias — Estudos demonstram que a ingestdo de kefir liofilizado reduz a
resposta inflamatéria da mucosa brénquica provocada por reacao alérgica em
camundongos e diminui a taxa de indicadores da resposta imune (IgE e citocinas) e, em
paralelo, as manifestagcdes asmaticas de constricdo dos brénquios e a producdo de muco

ocasionada pela resposta imune a alérgenos (NINANE et. al., 2009).

LEE et. al. (2007) demonstraram que o kefir suprimiu significativamente a
inflamac&o alérgica das vias aéreas e hiper-responsividade em um modelo animal de
asma e também observaram que estes efeitos do kefir estdo relacionados a atividade
diminuida da IgE no fluido broncoalveolar lavado e das citocinas. Esses resultados
ap6iam a hipétese de que o kefir pode ser utilizado na terapia em pacientes com

inflamacéo alérgica das vias aéreas.

A administragdo oral de kefir de leite ou kefir de leite de soja em camundongos
durante 28 dias reduziu significativamente (p<0,05) a secreg¢ao de IgE e IgG1 induzida por
ovalbumina, enquanto a secrecao de IgG2a nao foi inibida. Esses resultados sugerem que
o kefir de leite e de leite de soja podem contribuir para a prevenc¢ao de alergias (LIU et.
al., 2006a).

3.3.5 Métodos de fabricagao

O kefir pode ser produzido pela inoculagédo do leite com graos de kefir ou com
culturas puras isoladas dos graos (SARKAR, 2008). A produgéo do kefir comercial utiliza
leite de vaca cru, pasteurizado ou UHT, mas também pode ser feito de leite de ovelha,
cabra e bufala. Além disso, a producdo de kefir empregando leite de soja tem sido
recentemente relatada (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-OTSOA et. al., 20006).

Durante o inicio do processo de fermentacdo do leite os Streptococcus
homofermentativos crescem rapidamente, levando, inicialmente, a diminuicdo do pH. O
pH baixo favorece o crescimento de Lactobacillus, mas causa o declinio do numero de
Streptococcus. A presenca de leveduras, aliada a temperatura de fermentacéao, favorece o
crescimento de Streptococcus heterofermentativos produtores de aroma. A medida que a
fermentacdo prossegue, as bactérias acido-lacticas crescem em detrimento do
crescimento de leveduras e bactéria acéticas (FARNWORTH, 2005).

As caracteristicas e qualidade do kefir podem ser influenciadas por inumeros
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fatores, entre estes se destacam: o numero de micro-organismos e a proporgao de
especies entre si, a razao graos:leite, temperatura e tempo de incubagao, agitacao
durante a fermentacao, higiene durante a separagdo dos graos, lavagem dos graos e
armazenamento sob refrigeracdo (GARROTE et. al., 1998; GUZEL-SEYDIM et. al., 2005;
ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM, 2009).

O método tradicional ou artesanal de fabricacdo do kefir ocorre pela adigao
direta dos graos de kefir ao leite. O leite contendo 3% de gordura é homogeneizado e
pasteurizado a uma faixa de temperatura de 90° a 95°C durante 5 a 10 minutos. O leite é
resfriado entre 18° a 24°C e inoculado com 2 a 8% de gréaos de kefir. A fermentacéo é
realizada a 22°C durante um periodo de tempo que varia de 18 a 24 horas. O coagulo é
resfriado lentamente de 3° a 10°C durante 24 horas (OTLES & CADINGI, 2003). Os graos
de kefir sdo separados do leite fermentado utilizando uma peneira e lavados com agua
esteril antes de serem usados novamente (FARNWORTH, 2005; LOPITZ-OTSOA et. al.,
2006). O kefir é distribuido em garrafas de vidro esteréis e estocado sob refrigeracéo a
4°C (OTLES & CADINGI, 2003).

O método tradicional resulta na producao de kefir sem um padrdo de qualidade,
pois a microbiota diversificada e variavel dos graos dificulta a obtengdo de um indculo
com uma composicao ideal e constante (GARROTE et. al., 1998, SARKAR, 2008).

Processos de produgao de kefir utilizando culturas puras isoladas do grao de
kefir tem resultado em um leite fermentado com caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais semelhantes ao kefir tradicional (ASSADI et. al., 2000; BESHKOVA et. al.,
2002; CARNEIRO, 2010), eliminando, assim, os problemas decorrentes do uso de graos
de kefir e viabilizando a fabricacdo de um produto padronizado pela industria de lacticinios
(ASSADI et. al., 2000; BESHKOVA et. al., 2002).

Dois métodos utilizando culturas puras tém sido sugeridos para superar as
desvantagens do método tradicional de producéao: o kefir pode ser produzido pelo método
com culturas puras por fermentagcdo simultdnea (adiciona-se ao leite uma cultura
iniciadora composta de bactérias e leveduras e ocorre, simultaneamente, as fermentagdes
lactica e alcodlica) e pelo método com culturas puras por fermentagéo sucessiva (primeiro
o leite € submetido a uma fermentacgao lactica por bactérias acido lacticas e, em seguida,

a uma fermentacgao alcodlica por leveduras) (SARKAR, 2008).

MOTAGHI et. al. (1997) relataram varias razdes de se utilizar culturas iniciadoras
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contendo bactérias lacticas, bactérias acéticas e leveduras isoladas de graos de kefir e as
usaram para a producado de kefir. Os produtos foram avaliados quanto sua qualidade
sensorial (cor, aroma, sabor, acidez, efervescéncia e viscosidade) e considerados pelo

painel de provadores como aceitaveis.

BESHKOVA et. al. (2002) produziram uma cultura iniciadora contendo duas
bactérias (Lactobacillus helveticus e Lactococcus lactis subsp. lactis) e uma levedura
(Saccharomyces cerevisiae) isoladas de graos de kefir e combinou com duas cepas de
iogurtes (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus). O
leite fermentado produzido a partir dessas culturas puras apresentou altos numeros de
lactobacilos e cocos viaveis e propriedades organolépticas e quimicas similares as do

kefir tradicional.

Nos EUA, o kefir & produzido empregando apenas culturas iniciadoras contendo
Streptococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Streptococcus cremoris, Lactobacillus
casei, Streptococcus diacetylactis, Leuconostoc cremoris € Saccharomyces florentinus
(HERTZLER & CLANCY, 2003).

4 MICROBIOTA NORMAL DO TRATO INTESTINAL HUMANO

O trato intestinal de um humano adulto abriga uma microbiota composta
aproximadamente por 100 trilhdes de micro-organismos, de 700 a 1000 espécies
diferentes, com um peso em torno de 1,2Kg (NICOLI & VIEIRA, 2003), a qual exerce um
grande impacto sobre a saude e o estado nutricional do hospedeiro (LAPARRA & SANZ,
2010). SAVAGE (1977) definiu o termo microbiota como popula¢cdo de micro-organismos

que habita superficies mucosas de individuos sadios

Ao nascer, tanto seres humanos como animais apresentam um trato
gastrointestinal estéril, contudo, logo apds o parto, ocorre imediatamente a colonizagcéo do
trato gastrointestinal com micro-organismos provenientes da mé&e e do ambiente
(BARBOSA et. al., 2006). A maioria da microbiota intestinal saudavel é derivada da mae.
Assim, fatores como dieta, ambiente e estresse durante a gravidez e o nascimento
influenciam a composicao da microbiota da mae e, consequentemente, no inéculo
transferido para a crianga ao nascer. Portanto, o desenvolvimento da microbiota do
recém-nascido é fortemente dependente das praticas de alimentacdo e da higiene do
ambiente (SALMINEN & ISOLAURI, 2006).
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Apds completar essa colonizagdo (um a dois anos, no ser humano), o trato
gastrointestinal passa a abrigar uma comunidade microbiana que é extremamente densa
e diversa, variando quantitativamente, qualitativamente e metabolicamente em funcao da
espécie animal, da localizagdo transversal e longitudinal no trato digestivo, e idade do
hospedeiro (NICOLI, 1995). Esta comunidade é composta por 10" UFC de micro-
organismos, numero dez vezes maior que o de células do hospedeiro (MARTINS et. al.,
2005). Os micro-organismos do intestino humano podem ser classificados em dois
grupos: (1) microbiota residente, compde-se de tipos relativamente fixos de micro-
organismos encontrados com regularidade em determinada area, e ao ser perturbada,
recompde-se rapidamente; e (2) microbiota transitéria, consiste de micro-organismos nao
ou potencialmente patogénicos que permanecem no local por horas, dias ou semanas,
sdo provenientes do meio ambiente, mas ndo se estabelecem de forma permanente na
superficie do intestino (ISOLAURI et. al., 2004; BARBOSA et. al., 2006).

O crescimento de micro-organismos em determinada area do trato
gastrointestinal depende de fatores fisioldgicos, como temperatura, umidade e presenca
de certos nutrientes e substancias inibitérias (HOLZAPFEL et. al., 1998). Assim, a
distribuicdo da microbiota intestinal € desigual, com baixas concentragdes de bactérias no
estdbmago e no duodeno (10°-10° UFC/g), médias no jejuno e ileo (10*-10® UFC/g) e
maiores concentragdes de bactérias encontram-se no coélon (10°-10" UFC/g). A microbiota
intestinal inclui 800 espécies diferentes de bactérias com mais 7000 cepas (MONTALTO
et. al., 2009)

Na porcéo superior do intestino, predominam os Lactobacillus e Enterococcus
(BARBOSA et. al., 2006). No cdélon humano, trés niveis distintos podem ser
diferenciados: (1) a microbiota dominante (99% da populagéo; 10° a 10" UFC/g de
conteudo), constituida somente por bactérias anaerdbias obrigatérias (Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus); (2) a microbiota
subdominante (0,99% da populagdo; 10" a 10® UFC/g de contelido), predominantemente
anaerobia facultativa (Escherichia coli, Enterococcus faecalis) e (3) a microbiota residual
(0,01% da populagdo; < 10" UFC/g de conteldo), contendo uma grande variedade de
micro-organismos procarioticos (outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas) e
eucariodticos (leveduras e protozoarios) (NICOLI & VIEIRA, 2003).

A atividade total da microbiota intestinal € comparavel a atividade metabdlica do

figado, nosso 6rgdo mais ativo metabolicamente (ISOLAURI et. al., 2004). A atividade

47



metabdlica desenvolvida pela microbiota do intestino contribui para digestdo de
componentes da dieta, fornecimento de energia e de micronutrientes, e na transformacao
de xenobidticos (LAPARRA & SANZ, 2010).

A fermentacédo de diferentes tipos de oligossacarideos pela microbiota (como,
por exemplo, fibras alimentares) produz acidos graxos de cadeia curta (acidos acético,
propidnico e butirico), os quais podem ser absorvidos pela mucosa intestinal e servir de
substrato energético e/ou de metabdlito regulador para o hospedeiro. Alguns micro-
organismos da microbiota sdo capazes de sintetizar vitaminas como vitamina B+, e K
(CANI,; 2009) e isoprendides. A atividade da microbiota ainda contribui para a
desconjuncdo e desidroxilagdo de acidos biliares, e metabolismo de aminoacidos
(LAPARRA & SANZ, 2010).

Uma microbiota intestinal equilibrada confere beneficios ao hospedeiro,
enquanto os desequilibrios estdo associados a doengas metabdlicas e imunes (LAPARRA
& SANZ, 2010). Essa microbiota também promove protegdo contra micro-organismos
patogénicos (ISOLAURI et. al., 2004; SALMINEN & ISOLAURI, 2006). A presenca da
microbiota também estimula o peristaltismo, o sistema imune e a maturagcéo e renovacgao
das células epiteliais do colon (MARTINS et. al., 2005; SAAD, 2006). O metabolismo
bacteriano de alguns medicamentos, como a sulfassalazina, dentro do lumen intestinal é

essencial para a liberagcédo de seus principios ativos (QUIGLEY, 2010).

Durante a vida adulta, a composicdo da microbiota intestinal em nivel de espécie
€ relativamente estavel. Ao nivel de cepa, entretanto, pode ocorrer grande variagéo
durante um curto periodo de tempo (TIIHONEN et. al., 2010). A microbiota em adultos
pode ser afetada em consequéncia de variagdes na dieta, condigbes patoldgicas (como
infeccbes entéricas), terapia com antibidticos, tratamento antiacido ou imunossupressao
(MONTALTO et. al., 2009). A microbiota, quando perturbada, tem uma capacidade notavel

para se restaurar e voltar ao estado exatamente igual ao que era antes (QUIGLEY, 2010).

Esta estabilidade relativa é reduzida com o envelhecimento. O aumento da
incidéncia de doencas e, consequentemente, o uso de medicacido, associados a idade
avangada, podem também modificar a composi¢céo da microbiota intestinal (TIIHONEN et.
al., 2010).

Além das mudangas na composicdao da microbiota intestinal, ocorrem também

mudangas nas atividades dos micro-organismos, permanéncia prolongada de micro-
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organismos no colon, deslocando o equilibrio para a putrefagdo. Como consequéncia das
alteragbes na atividade microbiana, os individuos podem se tornar mais susceptiveis aos
riscos de desnutricdo, infecgdes sistémicas e efeitos colaterais dos medicamentos. Além
disso, o aumento dos substratos metabdlicos formados pela putrefacdo pode aumentar o
risco de cancer de célon (HUGHES et al., 2000; RASTALL et. al., 2005).

5 O GENERO SALMONELLA

As bactérias do género Salmonella sao bastonetes Gram-negativos, nao
esporulados, com cerca de 0,5 a 0,7 por 1 a 3 ym. Sdo modveis por meio de flagelos e,
anaerdbicos facultativos (COBURN et. al., 2007; SANGALETTI, 2007). O habitat dos
micro-organismos do género Salmonella é principalmente o trato digestivo de animais de

sangue quente e do homem (WEILL, 2008).

A temperatura otima de crescimento encontra-se na faixa de 35° a 37°C,
podendo multiplicar-se em temperaturas que variam de 5° a 47°C e o pH 6timo de
crescimento é proximo da neutralidade (6,6 a 8,2). Apresentam sensibilidade aos
tratamentos térmicos e, se congeladas, ocorre uma reducao significativa do numero de
células (SANGALETTI, 2007).

As Salmonella spp. geralmente sdo incapazes de fermentar lactose (alguns
sorovares podem utilizar este agucar), sacarose e salicina, contudo a glicose e outros
monossacarideos podem ser fermentados com produg¢ao de gas. Embora os aminoacidos
sejam usados como fonte de nitrogénio, a Salmonella enterica sorovar Typhimurium em

alguns casos utiliza nitratos, nitritos e NHs como unicas fontes de nitrogénio (JAY, 2005).

O primeiro microrganismo desse género, Salmonella choleraesuis, foi isolado do
intestino de um porco, em 1884, por um bacteriologista americano, D. E. Salmon. O
género Salmonella pertence a familia da Enterobacteriaceae e apresenta duas espécies,
S. enterica (maioria) e S. bongori (espécie rara) (LIN-HUI SU et. al., 2007). A S. enterica
divide-se em seis subespécies as quais sao referidas por um nimero romano € um nome
(I, S. enterica subsp. enterica; ll, S. enterica subsp. salamae; llla, S. enterica subsp.
arizonae; lllb, S. enterica subsp. diarizonae; |V, S. enterica subsp. houtenae; and VI, S.
enterica subsp. indica), e que sao diferenciadas bioquimicamente e pelo genoma
(BRENNER et. al., 2000).
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Mais de 2500 sorotipos de Salmonella foram identificados (WEILL, 2008). O
género Salmonella compreende uma grande populagdo de patdgenos clinicamente
importantes. E tem sido muito associado com amplo espectro de doengas infecciosas,
incluindo febre tifoide e salmoneloses, causa de problemas mundiais de saude publica
(LIN-HUI SU et. al., 2007). Embora as estimativas variem muito devido a falta de
diagnosticos consistentes e relatérios, entre 200 milhdes e 1,3 bilhdes casos de doengas
intestinais incluindo 3 milhdes de mortes devido a salmoneloses s&do estimadas a cada
ano no mundo inteiro. As espécies S. enterica sdo patdgenos tipicamente adquiridos por
via oral que causam de uma a quatro principais sindromes: febre tifoide,
enterocolite/diarreia, bacteremia e o hospedeiro torna-se portador assintomatico crénico
(COBURN et. al., 2007).

As principais sindromes clinicas associadas a infec¢ao por Salmonella séo a
febre tifoide e as gastroenterites. A febre tifoide € uma doencga sistémica que resulta da
infeccdo com patdégenos exclusivamente humanos, S. typhi e S. paratyphi. As
manifestacdes clinicas incluem febre, dor abdominal, diarreia ou constipacdo. A marca
patolégica da febre tifoide é a infiltragdo de células mononucleares e hipertrofia de
sistema reticuloendotelial, incluindo as placas intestinais de Peyer, os ganglios linfaticos
mesentéricos, baco e medula éssea. Em contrapartida, algumas cepas de Salmonella nao
tifoide, como S. enteriditis e S. typhimurium infectam uma grande variedade de
hospedeiros animais, incluindo aves, bovinos e suinos, e geralmente causa
gastroenterites autolimitada em humanos. A infeccédo por S. typhimurium, em certas
linhagens de camundongos, produz uma doenga semelhante a febre tifoide, funcionando,
assim, como um modelo experimental para infecgcbes sistémicas por Samonella (OHL &
MILLER, 2001).

As salmonelas sao tipicamente adquiridas pelo consumo de alimentos e agua
contaminados. Apds a passagem pelo estdmago, a bactéria coloniza o intestino,
interagindo e translocando através do epitélio intestinal via trés meios: (1) invasao ativa
dos enterdcitos; (2) invasdo das células M; e (3) através das células dendriticas (GRASSL
& FINLAY, 2008).

Os sintomas da infecgao alimentar por Salmonella surgem em torno de 12 a 14
horas apds a ingestdo dos alimentos (ha relatos de periodos mais curtos e longos), e
consistem de nauseas, vomitos, dores abdominais, dor de cabeca, calafrios e diarreia

acompanhados, geralmente, por fraqueza, fadiga muscular, febre moderada, nervosismo
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e sonoléncia (JAY, 2005).

6 VIDA-DE-PRATELEIRA DE LEITES FERMENTADOS

A vida-de-prateleira de um alimento pode ser definida como o intervalo de tempo
necessario para que um produto armazenado sob condigdes adequadas alcance um
ponto no qual o produto ndo atenda mais a certos critérios determinados por testes
sensoriais (aceitagdo, descritivos, discriminagdo), microbiolégicos e/ou fisico-quimicos
(DE MARCHI, 2006). A vida-de-prateleira também pode ser conceituada como o tempo no
qual o alimento pode ser estocado em determinadas condi¢des de temperatura, umidade
relativa, luz, etc., sofrendo pequenas, mas bem estabelecidas alteragdes que sao, até
certo ponto, consideradas aceitaveis pelo fabricante, consumidor e pela legislagcao
alimentar vigente (VITALI & QUAST, 1996).

A identificacdo, em primeiro lugar, das caracteristicas dos ingredientes, os
processos e as condicbes de armazenamento do alimento que influenciam o tempo de
vida util do produto é necessaria para avaliar a vida-de-prateleira (LEWIS & DALE, 2000).
O critério empregado para determinar do fim da vida-de-prateleira de um produto é
estabelecido a partir de requerimentos legais, critérios sensoriais, requerimentos de
mercado e distribuicéo, e custos (FU & LABUZA, 1993).

A determinacdo da vida-de-prateleira de alimentos estocados é de fundamental
relevancia no estudo de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos e na area de
ciéncias de alimentos como um todo, ndo apenas para as industrias de alimentos, mas

também para os 6rgaos governamentais e para os consumidores (FU & LABUZA, 1993).

A vida-de-prateleira de produtos lacteos, de acordo com LEWIS & DALE (2000),

€ influenciada pelos seguintes aspectos:
e Matérias-primas;
* Formulagdo do produto;
* Parametros do processamento;
* Implementagao de Boas Praticas de Fabricacédo (BPF);
» Acondicionamento e embalagem;
* Armazenamento e distribuicdo;
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* Uso e manuseio pelo consumidor.

Os fatores criticos a serem considerados em relacédo aos leites fermentados séo
a temperatura de armazenamento e distribuicdo, contaminagdo por micro-organismos
indesejaveis, sinérese, textura e degradacdo do aroma, sabor e cor. A microbiota dos
leites fermentados permanece viavel durante a vida-de-prateleira, embora sua taxa
metabdlica seja baixa a 7°C, ocorre alguma atividade, a qual pode ser determinada pelo
acompanhamento da evolugao do pH e da acidez titulavel. O periodo de estudo de vida-
de-prateleira de leites fermentados deve abranger 28 dias, as amostras devem ser
armazenadas sob temperatura controlada e ser coletadas regularmente para analises
especificas (MESQUIARA, 1999).

CAIS-SOKOLINSKA et. al. (2008) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de um kefir produzido de leite de ovelha inoculado com duas diferentes culturas
iniciadoras comerciais, denominadas DA e DC, durante 21 dias de estocagem sob
refrigeragdo. A acidez titulavel inicial do kefir DA alcangou 48,4°SH (unidade de Soux-
Henkel em 100mL de leite) e foi 14% maior que o kefir produzido com a cultura DC. Apds
o 21° dia de estocagem, a acidez titulavel de ambas as amostras de kefir foi 6,5°SH
maior que o valor inicial medido. A quantidade de acidos graxos livres aumentou
significativamente nas amostras de kefir durante os dias de armazenamento, sendo as
maiores quantidades encontradas no kefir com a cultura DA. As quantidades de
acetaldeido e diacetil sofreram alteracdes significativas durante o periodo de estocagem.
As amostras de kefir elaboradas com a cultura DC foram mais aceitas sensorialmente que
aquelas elaboradas com a cultura DA. Independente da cultura starter aplicada, as
maiores notas de aceitacdo atribuidas as amostras de kefir foram até o 7° dia de

estocagem.

IRIGOYEN et. al. (2005) avaliaram as alteragbes nos parametros
microbioldgicos, fisico-quimicos e sensoriais de amostras de kefir, elaboradas com
porcentagens distintas de graos de kefir (1% e 5%), durante 28 dias de estocagem sob
refrigeragdo. Apds 24 horas de incubagao, os niveis de Lactobacillus e Lactococcus
encontrados foram 108 UFC/mL e de leveduras e bactérias acéticas presentes foram de
10° UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. As contagens das bactérias acéticas e
leveduras permaneceram constantes durante o periodo de estocagem, enquanto a
contagem das bactérias lacticas diminuiu significativamente entre o 7° e o 14° dia de

armazenamento. O total de gordura, lactose, matéria seca e pH permaneceram
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constantes até o 14° dia de armazenamento. As amostras de kefir foram aceitaveis até a
primeira semana de estocagem, sendo os niveis maximos de aceitabilidade alcangados

no 2° dia do estudo.

7 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial € uma metodologia cientifica utilizada para evocar, medir,
analisar e interpretar reacbes as caracteristicas dos alimentos e materiais como sao

percebidas pelos sentidos da visao, olfato, gosto, tato e audicao (ABNT, 1993).

No inicio, antes dos anos quarenta, a qualidade sensorial dos alimentos era
determinada pelo proprietario da industria. Entre as décadas de 40 e 50, iniciou-se a
utilizacdo de métodos quimicos e instrumentais devido a presenca nas industrias de
alimentos de técnicos provenientes da industria farmacéutica e quimica, mas nao
sensoriais. Entre as décadas de 50 e 70 o homem inclui-se como instrumento de medida
das caracteristicas sensoriais dos alimentos. Mas, apenas a partir de 1979 que a
qualidade sensorial passou a ser considerada como resultado da interagcdo entre o
alimento e o homem (STONE & SIDEL, 2004).

A avaliagao sensorial pode ser utilizada com diferentes finalidades:
» Otimizagao de formulagdes e processos;
» Controle de qualidade de matérias-primas e produtos;
» Comparacgao entre as caracteristicas do produto e seus concorrentes;
» Estabelecimento de padrao de qualidade de produtos;
e Estudo de vida-de-prateleira;
» Estudo de consumidor;
e Selecdo e treinamento de provadores;
» Correlacéo das medidas sensoriais com as fisico-quimicas (PONTES, 2008).

As condigbes fisiologicas, sociolégicas e psicologicas dos provadores, assim
como as condi¢gdes ambientais podem afetar os resultados dos testes sensoriais. Para se
realizar corretamente a avaliagdo sensorial de alimentos, muitas variaveis precisam ser

rigorosamente controladas, dentre elas as mais importantes sdo: o ambiente dos testes, a
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preparagao e apresentacao das amostras e a equipe de provadores (PIZARRO, 2003).

Os métodos sensoriais podem ser classificados em: discriminativos ou de
diferenca, de sensibilidade, descritivos e afetivos. Os métodos discriminativos determinam
se existe ou ndo diferenga perceptivel entre as amostras e incluem Teste triangular, Teste
duo-trio, Teste de comparacao pareada, Teste de ordenacédo, Teste A ou ndo-A e Teste de
comparagao multipla ou de diferenga do controle. Os métodos de sensibilidade medem a
habilidade de perceber, identificar e/ou diferenciar qualitativa e/ou quantitativamente um
ou mais estimulos pelos 6rgaos dos sentidos. Entre eles, pode se citar: Teste de limite,
Teste de estimulo constante e Teste de diluicdo. Os métodos descritivos sdo aplicados
com o objetivo de identificar e quantificar os atributos sensoriais das amostras,
proporcionando um completo perfil sensorial. Destacam-se a Analise Descritiva
Quantitativa e o Perfil Livre. Os testes afetivos avaliam a preferéncia ou aceitagcéo junto
aos consumidores, aplicando-se diferentes metodologias, como testes de escala
hedbnica, escala do ideal e escala de atitude, testes de ordenacédo da preferéncia e
preferéncia pareada (MEILGAARD et al., 2007).

Nos ultimos anos, a area Analise Sensorial sofreu um importante impulso como
ferramenta utilizada para a melhoria da qualidade dos alimentos, especialmente, a Analise
Sensorial Descritiva que tem sido cada vez mais aplicada em pesquisas académicas e no
setor produtivo (YOKOTO, 2006).

Analise descritiva quantitativa (ADQ)

A Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) utiliza equipe de provadores treinados
para identificar e quantificar os atributos dos produtos através de termos e de escalas
previamente por eles estabelecidas (STONE & SIDEL, 2004).

A ADQ é um dos métodos mais sofisticados para a avaliagdo de produtos,
utilizando uma equipe de provadores que desenvolve descritores (qualitativo) e emprega
escalas para medida de suas intensidades (quantitativa), caracterizando e descrevendo
atributos sensoriais das amostras estudadas (STONE & SIDEL, 2004).

Essa analise requer um painel de seis a doze provadores treinados (YOKOTA,
2006). A quantificagdo das respostas sensoriais requer que a equipe de provadores utiliza
0 mesmo vocabulario, definicbes adequadas, referéncias padrboes qualitativas e

quantitativas, bem como uma mesma escala para unificar o critério de avaliagdo (STONE
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et. al., 1974).

A ADQ pode ser aplicada no desenvolvimento de novos produtos, na
interpretacdo da preferéncia do consumidor, comparagao entre um produto e seus
concorrentes, estudos de vida-de-prateleira e controle de qualidade de produtos
industrializados. Permite também que os resultados sejam correlacionados com medidas
experimentais (PONTES, 2008).

Segundo MEILGAARD et. al. (1999), a aplicacdao desta técnica envolve as
seguintes etapas: recrutamento e pré-selegdo de provadores, levantamento de atributos
sensoriais e desenvolvimento de metodologia para descrever estes atributos, treinamento
de provadores pré-selecionados, avaliagdo e selegao final da equipe de provadores,

realizagao dos testes e analise estatistica dos resultados.

Existem relatos na literatura de varias aplicagbes da ADQ adaptadas a objetivos
especificos, tal como a analise descritiva quantitativa modificada aplicada para estudos de
caracteristicas especificas associadas a alteracdo do produto durante a estocagem.
Nestas aplicagdes poucos atributos sado considerados, sem a completa descricdo de todas
as caracteristicas de aparéncia, aroma, sabor e textura. O analista sensorial precisa
utilizar seus conhecimentos e sua criatividade para construir a melhor técnica para o
desenvolvimento da equipe, preferencialmente com base em trabalho prévio com uma

equipe totalmente treinada para ADQ da classe de produto de interesse (ITAL, 2008).

Os provadores pré-selecionados seguem para a etapa de desenvolvimento da
linguagem e treinamento. O treinamento consiste na familiarizacdo do individuo com os
procedimentos do teste, em melhorar suas habilidades em identificar e reconhecer os
atributos sensoriais relacionados ao alimento a serem testados e melhorar a sensibilidade
e memoria de modo a oferecer medidas sensoriais precisas, consistentes e padronizadas,
ou seja, desenvolver uma equipe que produza resultados validos e seguros e que
funcione como um instrumento analitico. O treinamento requer sessdes de grupo e/ou
individuais, o uso de amostras referéncias, discussdes e troca de informacgdes. O tempo
de duracao do treinamento depende do tipo e numero de amostras, dos atributos a serem

avaliados, procedimento do teste e capacidade do provador (ASTM, 1981).

Os provadores sao submetidos a selecao final, que consiste em verificar a
habilidade em discriminar as amostras, em reproduzir resultados e em manter avaliagdes

consensuais com a equipe como um todo. Para tanto um minimo de trés amostras
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sabidamente diferentes sdo avaliadas individualmente por cado provador com um minimo
de trés repeticdes e, entdo, é realizada uma analise de variancia (ANOVA) com trés fontes
de variagao (amostra, provador e interacdo amostra x provador) para cada atributo e outra
ANOVA com duas fontes de variagao (amostra e provador) para cada atributo e para cada
provador (ITAL, 2008).

Para o critério repetibilidade é desejavel que os provadores apresentem valores
da estatistica F nao significativos ao nivel de erro de 5% (p(F) > 0,50) e em relagéo ao
poder de discriminagcdo, os provadores devem apresentar valores da estatistica F
significativos (p(F) < 0,50), sendo permitido pelo menos um p(F)amosta = 0,50 ou um
P(F)repeiicac < 0,05. Valores da estatistica F para a interagcdo amostra versus provador
significativos ao nivel de erro de 5% indicam que ha pelo menos um provador avaliando

as amostras de forma ndo consensual com a equipe (ITAL, 2008).

Os provadores que apresentarem poder de discriminagao, repetibilidade e
consenso com a equipe sao aprovados para compor a equipe de provadores treinados

para a analise descritiva.
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OBJETIVOS

Verificar as semelhancas e diferengas entre as caracteristicas do kefir tradicional e

kefir cultura iniciadora;

Verificar se 0 método de produgao de kefir utilizando a cultura iniciadora resulta

num leite fermentado com padréao de qualidade constante;

Determinar a vida de prateleira de ambas amostras de kefir pela avaliacido da
estabilidades de suas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais

durante um periodo de 28 dias de estocagem a 4°C;

Avaliar a taxa de mortalidade de camundongos convencionais em decorréncia de
infeccdo experimental com Salmonella enterica subesp. enterica sorovar

Typhimurium, tratados ou ndo com kefir tradicional ou kefir cultura iniciadora;

Determinar e comparar a histologia do figado, ileo e célon de camundongos
tratados ou ndo com kefir tradicional ou kefir cultura iniciadora e desafiados com

Salmonella Typhimurium.
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MATERIAL E METODOS

1 ELABORAGAO E ESTUDO DA VIDA-DE-PRATELEIRA DO KEFIR

O estudo foi desenvolvido nos Laboratorios de Microbiologia Industrial e
Biocatalise (LAMIB), Tecnologia de Alimentos e Analise Sensorial e Estudo de
Consumidor (LASEC) do Departamento de Alimentos da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

1.1 Matérias-primas

Para a elaboragdao do kefir foram utilizados graos de kefir, cultura iniciadora
isolada dos graos de kefir, leite UHT integral de lotes diferentes e acucar refinado

adquiridos no comércio local (Belo Horizonte — MG).

Os graos de kefir, de origem das montanhas dos Caucasos, sao provenientes do
Laboratorio de Fitofarmacos da Universidade Federal de Lavras — UNIFENAS, Minas

Gerais.

A cultura iniciadora utilizada era composta de quatro bactérias acido lacticas:
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Leuconostoc mesenteroides, e duas leveduras: Kazachstania unispora e Torulaspora
delbrueckii, micro-organismos isolados dos gréos de kefir e identificados por CARNEIRO
(2010).

1.2 Elaboragao do kefir

Na obtencéo do kefir foram empregados dois métodos de fermentagdo, em um
dos métodos utilizou-se graos de kefir e no outro a cultura iniciadora (item 2.1). Nas
fermentacgdes pela cultura iniciadora utilizou-se o processo de fermentagdo simultanea
descrita por CARNEIRO (2010). O método com os graos de kefir foi considerado no
presente trabalho como padrdo para comparacdo, enquanto o método de fermentacao
com cultura iniciadora foi escolhido por ter apresentado maior aceitabilidade em estudo

com consumidores, conforme relatado por CARNEIRO, 2010.
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1.2.1 Ativacao dos graos de kefir

Os graos de kefir armazenados sob refrigeracao (4°-8°C) em leite UHT integral
foram ativados diariamente durante dois dias para a produgdo. A ativacdo dos gréos foi
realizada da seguinte maneira: os graos foram separados do leite utilizando uma peneira
e lavados com agua destilada, e o leite foi descartado. Em seguida, os graos foram
inoculados (10% m/v) em leite UHT integral e adicionado de 31 g/L de sacarose. Os graos
de kefir inoculados no leite foram mantidos a 22°C em estufa incubadora tipo BOD modelo
TE-391 (Demanda Bioquimica de Oxigénio, Tecnal, Piracicaba, Brasil). Apds 24 horas na
estufa, os graos foram, novamente, separados do leite e lavados com agua destilada, e o
leite foi descartado. Os graos foram inoculados (5% m/v) em leite e adicionado 31g/L de
sacarose. Os graos no leite foram mantidos por mais 24 horas a 22°C em estufa

incubadora e depois utilizados para a producéo do leite fermentado.

1.2.2 Ativagao e padronizagao do inéculo da cultura iniciadora

As bactérias acido lacticas foram ativadas e crescidas em caldo MRS (Man,
Rogosa & Sharpe, Acumedia, Michigan, USA) ou M17 (Difco, Sparks, USA) adicionado de
lactose a 10% m/V, e as leveduras em caldo YM (Yeast Malt, Himedia, Mumbai, india).
Cada linhagem isolada foi descongelada e ativada em meio liquido apropriado a 22°C por
48 horas seguido de um novo repique por mais 24 horas. Em ambos repiques, transferiu-
se 50 pL da cultura para 5 mL do caldo apropriado. Apoés a ativacdo das culturas,
padronizou-se o numero de células do in6culo. Para a obtengdo do numero de células
adequado (bactérias — 10° a 10" UFC/mL; leveduras — 10" UFC/mL), transferiu-se 1 mL
da cultura de bactéria acido lactica para 100 mL de caldo e 100 pL da cultura de levedura
para 10 mL de caldo, para producido de um litro da bebida. Os meios foram incubados a
22°C em estufa incubadora durante 12 ou 24 horas, tempo necessario para os micro-
organismos atingirem o final da fase logaritma. A fase logaritma foi definida pela
determinacgdo da curva de crescimento de cada micro-organismo, realizada no trabalho de
CARNEIRO (2010). Em seguida, os meios foram centrifugados (15 minutos a 2638 Q) e
as células lavadas com 10 mL de agua peptonada 0,1%, e novamente centrifugadas. O
precipitado de células foi suspenso em 10 mL de agua peptonada 0,1% para inoculagao

no leite.
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1.2.3 Método tradicional

O kefir tradicional foi produzido pela fermentagcao do leite por grdos de kefir
seguindo as etapas descritas no fluxograma apresentado na Figura 2.

Leite UHT integral
a22°C

Xarope de sacarose
21% mlv

Graos de kefir
5% m/v

Fermentagao
22°C; pH 4,7

Resfriamento/
Maturacao
10°C; 10h

v v

Kefir tradicional Graos de kefir

Envase
(frascos - 250mL)

Armazenamento
refrigerado (4°- 8°C)

Xarope de sacarose
5% mlv

Homogeneizacao
1500rpm; 1min.

Armazenamento
refrigerado (4°C)

Figura 2: Fluxograma da elaboragéo de kefir pelo método tradicional.
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O leite UHT integral a 22°C foi adicionado de xarope de sacarose (21% m/v) e
inoculado com 5% m/v de graos previamente ativados. A fermentacao foi conduzida em
estufa incubadora tipo BOD modelo TE-391 (Tecnal) a 22°C durante 12 horas até atingir
pH 4,7. O leite fermentado foi resfriado lentamente a 10°C por 12 horas. Os gréos de kefir
foram separados do leite fermentado com auxilio de uma peneira de plastico e em
seguida, lavados com agua destilada e preservados em leite sob refrigeracédo (4°C) para
uma proxima fermentacao. O produto foi distribuido em frascos reagentes de vidro de 250
mL estéreis (Frascos reagentes, Uniglas) e adogado com 5% m/v de xarope de sacarose,
homogeneizados em homogeneizador T25 basic (Jkinka Laborkechnik, Rio de Janeiro,
Brasil) e acondicionado sob refrigeragdo a 4°C em refrigerador (Bosch, Hortolandia,

Brasil).

1.2.4 Método com cultura iniciadora por fermentagcao simultanea

O kefir produzido por este método foi obtido pela inoculagdo do leite com
culturas puras de bactérias e leveduras submetido as fermentacdes lactica e alcodlica

simultaneamente como descrito pelas etapas do fluxograma apresentado na Figura 3.

O leite UHT integral a 22°C foi adicionado de xarope de sacarose (21% m/v) e
inoculado com a cultura iniciadora de bactérias acido lacticas e leveduras a 4% v/v e 2%
v/v, respectivamente. A fermentagao foi conduzida em estufa incubadora tipo BOD modelo
TE-391 (Tecnal) a 22°C durante, aproximadamente, nove horas até atingir pH 4,7. O leite
fermentado foi resfriado lentamente a 10°C por 10 horas. O produto foi distribuido em
frascos reagentes de vidro de 250 mL estéreis (Frascos reagentes, Uniglas) e adogado
com 5% m/v de xarope de sacarose, homogeneizados em homogeneizador T25 basic

(Jkinka Laborkechnik) e acondicionado sob refrigeracédo a 4°C em refrigerador (Bosch).
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Leite UHT integral
a 22°C

Xarope de sacarose
21% ml/v

Bactérias (4% v/v)
Leveduras (2% v/v)

Fermentacao
22°C; pH 4,7

Resfriamento/
Maturagao
10°C; 10h

Envase
(frascos - 250mL)

Xarope de sacarose
5% m/v

Homogeneizacao
1500rpm; 1min.

Armazenamento
refrigerado (4°C)

Figura 3: Fluxograma da elaboragéo de kefir cultura iniciadora por fermentagdo
simultanea

1.3 Analises fisico-quimicas

As amostras de kefir foram avaliadas quanto a estabilidade de suas
caracteristicas fisico-quimicas: pH, acidez titulavel, sinérese, viscosidade e etanol durante
um periodo de 28 dias estocadas sob refrigeracédo a 4°C. Os tempos de analise foram
apo6s o término da producéao (0 dia) e nos 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias de armazenamento.

Foram analisados trés lotes de cada método (método tradicional e método com cultura
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iniciadora) e todas as analises foram realizadas em quatro replicatas.

1.3.1 pH

O pH das amostras foi medido em um potencidbmetro modelo #PA210 (MS
Técnopon, Brasil) a temperatura ambiente, conforme método descrito pelo Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2005).

1.3.2 Acidez em acido lactico

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo potenciométrica, segundo
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005). Pesou-se, aproximadamente,
10 gramas da amostra e diluiu-se em 10mL de agua destilada isenta de gas carbdénico. A
amostra diluida foi titulada com solugdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L, sob agitagéo

continua, até pH 8,3. A acidez titulavel foi calculada utilizando a equacgao 1:

Vxfx0,9
P (Equacdo 1)

Sendo:
V — volume, em mL, de solugdo de NaOH 0,1 mol/L gasto na titulacao;
f — fator de correcéo da solugao de NaOH 0,1 mol/L;
0,9 — fator de converséao para acido lactico;
P — massa, em gramas, da amostra.

O resultado para a acidez foi expresso em porcentagem de acido lactico (g de

acido lactico/100g de produto).

1.3.3 Viscosidade

A viscosidade das amostras de kefir foi determinada usando um viscosimetro de
rotina Cannon-Fenske modelo AVS 350 (Schott-Gerate, Hofheim, Alemanha), capilar
numero 300, tipo 520 23 de 1,26mm de didametro, com principio de funcionamento

baseado no tempo de escoamento.

Sendo N: a viscosidade do liquido de referéncia, a agua, a viscosidade absoluta

do liquido da amostra pode ser calculada pela equacgao 2:
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N, d, xt, Eauacio 2)
—= quagao
2 d2><t2

Sendo:
N1 — viscosidade da amostra;
N — viscosidade do liquido de referéncia;
t; — tempo de escoamento da amostra no capilar de Ostwald;
t, — tempo de escoamento da agua no capilar de Ostwald;
ds — densidade da amostra;
d, — densidade da agua.

O tempo de escoamento, em segundos, no capilar de Ostwald foi determinado
submergindo as amostras em banho de agua a 25°C. Empregando a agua como padréo,
calculou-se a viscosidade da amostra utilizando a referéncia da viscosidade da agua a

25°C que € 8,9 x 10* N m-2.s equivalente a 0,890 centipoise (cP).

A viscosidade das amostras foi expressa em centipoise (cP).

1.3.4 Sinérese

A susceptibilidade a sinérese foi medida pelo método descrito por Harwalkar &
Kalab (1983). A amostra (25 a 35g) foi centrifugada (Centrifuga refrigerada SIGMA 2K15,
Osterode, Alemanha) a 2638«g por 15 minutos. O sobrenadante limpido (o soro) foi
descartado e se mediu a massa restante. A diferenca entre as massas total e do
precipitado corresponde a sinérese. A sinérese foi expressa em porcentagem de massa

(% m/m) do leite fermentado.

1.3.5 Etanol

A analise do teor de etanol foi, gentilmente, realizada na Fundagdo Centro
Tecnoldgico de Minas Gerais (CETEC), em Belo Horizonte. Determinou-se a densidade
relativa do etanol, obtido apds separacédo do alcool das amostras de kefir por destilacédo
simples, pelo densimetro digital a 20°C. O teor alcodlico foi obtido a partir da conversao
do valor da densidade relativa da amostra destilada em porcentagem de etanol em

volume (% v/v), utilizando tabela de conversao.
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1.4 Analises microbiolégicas

A estabilidade das caracteristicas microbiolégicas das amostras de kefir foi
verificada durante um periodo de 28 dias de estocagem sob refrigeragdo a 4°C. A
contagem de bactérias acido lacticas e de leveduras foi realizada apdés o término da
produgdo e nos tempos 2, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento. A contagem de

coliformes foi realizada apds o término da produgcao e com 14 e 28 dias de estocagem.

1.4.1 Contagem de bactérias acido lacticas totais

A contagem de bactérias lacticas totais foi realizada pelo método de
plagueamento em superficie a partir de diluicbes decimais sucessivas das amostras. Na
superficie de cada placa de Petri contendo 15 a 20 mL de agar MRS (Man, Rogosa &
Sharpe, Acumedia, Michigan, USA) suplementado com cicloheximida (100mg/L) inoculou-
se 0,1 mL das diluigbes de 10®° a 107. As placas foram incubadas a 22°C em estufa
incubadora tipo BOD modelo TE-391 (Tecnal) durante 48 a 72 horas.

1.4.2 Contagem de leveduras totais

A contagem de leveduras foi realizada pelo método de plaqueamento em
superficie a partir de diluicdes decimais sucessivas das amostras. Na superficie de cada
placa de Petri contendo 15 a 20 mL de agar YM (Yeast Malt, Himedia, Mumbai, india)
acrescido de cloranfenicol (200mg/L) inoculou-se 0,1 mL das diluigdes de 10 a 10%. As
placas foram incubadas a 22°C em estufa incubadora tipo BOD modelo TE-391 (Tecnal)

durante 3 a 5 dias.

1.4.3 Contagem de coliformes

Foram realizadas as analises de coliformes a 45°C e 35°C utilizando o método
de Numero Mais Provavel (NMP mL™) descrito pelos Métodos Analiticos Oficiais para
Andlises Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua, instrucéo
normativa n° 62/2003 (BRASIL, 2003).

1.5 Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas e microbiolégicas foram submetidos

a Andlise de Variancia Univariada (ANOVA) de dois fatores para avaliar a diferenga entre
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os lotes de cada amostra e durante o periodo de armazenamento, com interacdo lote x
tempo de armazenamento para cada parametro. Foi seguida do teste de comparagao de
médias de Tukey, quando necessario. Os testes foram realizados utilizando as
ferramentas de analise de dados disponiveis no Excel 2007 (MOS, 2007) ao nivel de

significancia de 95%.

1.6 Analise descritiva quantitativa modificada

A caracterizagdo das amostras de kefir foi realizada no Laboratério de Analise
Sensorial e Estudo do Consumidor (LASEC), localizado no Departamento de Alimentos da
Faculdade de Farmacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A execucao da analise sensorial do presente trabalho foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa (COEP) da Pré-Reitoria de Pesquisa da UFMG, parecer nimero
ETIC 298/10.

1.6.1 Pré-selec¢ao dos provadores

Foram convidados 13 provadores, levando-se em consideragao requisitos como
interesse, habito de consumir leite fermentado, nenhuma restricdo de saude,
disponibilidade e conhecimento prévio de analise sensorial. Os candidatos responderam a
um questionario sociodemografico (APENDICE B) para avaliacdo destes requisitos e

caracterizagao da equipe.

1.6.2 Levantamento da terminologia descritiva

Antes da etapa de levantamento dos termos descritores, realizou-se uma
reunido com todos os membros do grupo para apresentagao do trabalho e das amostras
de kefir. Foram dadas explicagdes sobre definicdo, caracteristicas relevantes e os
métodos de fabricacdo do kefir, essenciais para a compreensdo do trabalho. Os
provadores receberam entdo amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora em
todos os tempos (0, 7, 14, 21 e 28 dias de estocagem) as quais foram analisadas
individualmente. Os provadores anotaram suas observacdes sobre as amostras

apresentadas em relagao a aparéncia, odor, aroma e sabor, livremente.

No segundo encontro com o grupo de provadores foram levantados os atributos

que melhor caracterizaram as duas amostras, de acordo com as observacgoes feitas pelos
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provadores na primeira reunido, caracteristicas ja descritas na literatura e as normas da
ABNT (1998). Apos a definicdo e reconhecimento dos termos descritores sugeridos,
montou-se uma ficha de avaliacdo (APENDICE C) com escalas ndo estruturadas de nove
centimetros, com os pontos ancoras a esquerda representando ausente, fraco ou pouco e

a direita forte ou muito para cada atributo.

1.6.3 Treinamento

A primeira sessao de treinamento foi realizada com todos os provadores a fim de
apresentar a ficha de avaliagcdo montada e esclarecer a maneira correta de marcar na
escala ndo estruturada. Foi também apresentado a forma como as amostras seriam

servidas e como deveriam ser avaliadas.

Cada atributo foi treinado em triplicata para que os provadores conhecessem as
amostras referéncias (APENDICE D) dos extremos da escala de cada atributo e, assim,
fossem capazes de discriminar os tratamentos e ter repetibilidade das suas respostas nas

amostras.

1.6.4 Selegao dos provadores

A validagdo do treinamento dos provadores foi realizada com a utilizagdo das
fichas elaboradas com as escalas de intensidade para os termos definidos. Foi realizada
uma analise de varidncia (ANOVA) com trés fontes de variagdo (amostra, provador e
interagdo amostra x provador) para cada atributo e outra ANOVA com duas fontes de
variacao (amostra e provador) para cada atributo e para cada provador. As caracteristicas
que validaram o treinamento foram: o poder de discriminacdo entre as amostras (p(F) <
0,50) e repetibilidade (p(F) > 0,05), sendo permitido que houvesse pelo menos um
P(F )amostra = 0,50 ou um p(F)repetiao < 0,05.

1.6.5 Avaliagao das amostras de kefir

Os provadores selecionados e treinados avaliaram amostras de kefir tradicional
e de kefir cultura iniciadora logo apds o término da sua produgéo e nos tempos 7, 14, 21 e
28 dias de armazenamento. Foram avaliados atributos relacionados a aparéncia (fluidez,
granulosidade e presenca de espuma), ao odor (odor caracteristico de leite fermentado), a

sabor (gosto acido, sabor caracteristico de leite fermentado, sabor alcodlico e off-flavor), a
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textura (cremosidade) e sensagdes tateis bucais (efervescéncia), utilizando a escala néo
estrutura elaborada (APENDICE C).

Os testes foram conduzidos em cabines individuais sob luz branca e as
amostras servidas em tubos de vidro com tampa (retiradas somente no momento da
avaliacdo do atributo relacionado a odor) para avaliagédo dos atributos relacionados a
aparéncia e odor e em copos de plastico (50mL) para avaliagdo dos atributos
relacionados a sabor, textura e sensacgdes tateis bucais. As amostras foram apresentadas
em delineamento inteiramente casualizado, de forma monadica e sequencial, codificadas

com algarismos aleat6rios de trés digitos em trés repeti¢oes.

1.6.6 Analise estatistica sensorial

Os resultados da ADQ modificada foram submetidos a ANOVA de dois fatores
para avaliar se houve diferenca sensorial entre as amostras estudadas e durante o tempo
de armazenamento, com interagdo amostra x tempo de armazenamento para cada
atributo, ao nivel de significancia de 95%. Seguida pelo teste de comparagéo de médias

de Tukey, quando necessario.

As médias dos escores dos atributos sensoriais fornecidas pelos provadores
treinados foram utilizadas para a construgcao do grafico radial, com objetivo de visualizar o
perfil das amostras em diferentes tempos de estocagem, e também submetidas a Analise
de Componentes Principais (ACP), a fim de visualizar a diferenga entre as amostras
relacionadas a cada atributo. Estes testes foram realizados utilizando o programa
estatistico XLSTAT, versao 2011.

2 ESTUDO DO EFEITO DO KEFIR NA INFECGAO EXPERIMENTAL COM
SALMONELLA TYPHIMURIUM EM CAMUNDONGOS

Esta parte do estudo foi realizado no Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de
Micro-organismos do Departamento de Microbiologia pertencente ao Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFMG.

O experimento com animais deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa da UFMG, parecer
numero 260/10.
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2.1 Animais

Foram utilizados camundongos convencionais swiss da linhagem NIH (Taconic,
Germantown, USA), com 21 a 23 dias de idade, de ambos os sexos, provenientes do
biotério do ICB/UFMG. Os animais receberam ragéo solida (Nuvilab, Nuvital, Curitiba) e
agua, ad libitum. Os animais foram mantidos em gaiolas no biotério do Departamento de
Microbiologia do ICB da UFMG. Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no
biotério.

A manutengdo, assim como o uso dos animais nos experimentos, foram
conduzidos respeitando o “Guide for the care and use of experimental animal’, do
National Research Council (1996).

2.2 Kefir

Para a realizagdo do trabalho, foram utilizadas duas amostras de kefir
produzidas pelo método tradicional e método com culturas iniciadoras, como descrito nos

nos itens 1.2.3 e 1.2.4 deste trabalho.

2.3 Micro-organismo patogénico

A linhagem de Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Typhimurium, de
origem humana, que foi utilizada nas infecgbes experimentais nos camundongos,
pertence ao Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos do Departamento
de Microbiologia (ICB) da UFMG.

Essa linhagem bacteriana estava conservada em 0,2 mL de glicerina,
esterilizada por calor seco, adicionada de 1,0 mL da cultura de 18 horas, crescida em
caldo BHI (Brain Heart Infusion, Difco, Sparks, USA), a 37 °C e estocada a -24 °C. Para o

experimento, a bactéria foi crescida em caldo BHI a 37 °C durante 18 horas.

2.4 Tratamento

Os animais dos grupos experimentais (10 animais) receberam um inéculo diario
de 0,1 mL do kefir elaborado pelo método tradicional ou pelo método com culturas
iniciadoras, e os animais do grupo controle (10 animais) receberam um indculo diario de

0,1 mL de leite, por via intra-gastrica, 10 dias antes do desafio com a bactéria patogénica
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e até o final do periodo experimental. As amostras de kefir foram utilizadas no tratamento
no maximo durante 15 dias apos sua produgdo, pois durante este periodo os leites
fermentados apresentaram uma concentracdo de micro-organismos de acordo com 0s
nivel recomendado pela ANVISA (minimo de 10 a 10° UFC) (BRASIL, 2007), segundo

analises microbioldgicas.

2.5 Desafio

Os inéculos da S. Typhimurium foram preparados a partir do crescimento da
cultura pura congelada em caldo BHI a 37 °C por 18 horas. Em seguida, a cultura pura foi
submetida a diluigbes decimais sucessivas em salina tamponada esterilizada, para
obtencdo das concentragdes de células desejadas. A confirmacdo da viabilidade do
in6culo e as contagens bacterianas foram feitas em agar MacConkey (Difco) apos 24

horas de incubacéo a 37 °C.

Os camundongos, dos grupos controle e experimentais, receberam indculos de
0,1 mL da cultura de Salmonella Typhimurium, contendo 10° UFC/mL, por via intra-

gastrica, apds o 10° dia do tratamento.

2.6 Determinacao da mortalidade e desenvolvimento ponderal em decorréncia da
infecgcao experimental por Salmonella Typhimurium em camundongos

As amostras de kefir elaboradas pelo método tradicional e pelo método com
cultura iniciadora foram testados quanto a capacidade das mesmas de protegerem
camundongos convencionais contra o desafio experimental por Salmonella Typhimurium.
A mortalidade acumulada por indculos intragastricos de Salmonella Typhimurium (10°
UFC/mL) foi determinada em animais convencionais tratados ou ndo com o kefir até 28
dias ap6s o desafio com Salmonella Typhimurium (SILVA et al., 2004). Os camundongos
também foram pesados em intervalos de 4 em 4 dias para o acompanhamento do

desenvolvimento ponderal.

2.7 Exame histopatolégico

Dois outros grupos experimentais e controle com 4 a 5 animais cada foram
utilizados para histopatologia. Os animais foram sacrificados (deslocamento cervical) apés

7 dias de infeccdo provocada por Salmonella Typhimurium e amostras de figado e de
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por¢cdes do trato digestivo (ileo e colon) foram coletas e submetidas a um exame
histopatolégico. As amostras foram fixadas em formaldeido 4% e processadas para a
inclusao e microtomia em parafina. Foram executados cortes de 3 a 5 microbmetros de
espessura, que foram posteriormente corados pela hematoxilina-eosina (HE). Os
fragmentos das amostras codificadas foram observados sequencialmente pela patologista
Prof? Dr® Denise Carmona Cara Machado (Departamento de Morfologia, ICB, UFMG) a
qual ndo teve acesso ao significado dos cdédigos. As amostras foram decodificadas
somente apos o laudo ter sido emitido pela patologista (SILVA et al., 1999). As amostras

foram analisadas em microscopia otica.

2.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos da mortalidade em camundongos foram avaliados
utilizando teste Exato de Fisher e o LogRank com o nivel de significancia fixado a p <

0,05. Para essas analises foi utilizado o programa SigmaStat 3.5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1 ESTUDO DA VIDA-DE-PRATELEIRA DO KEFIR

1.1  Analises fisico-quimicas

O tipo de in6culo (método tradicional — graos de kefir ou método com cultura
iniciadora) e o tempo de armazenamento influenciaram significativamente os niveis de pH,
acidez, viscosidade, sinérese e etanol das amostras, isto significa que as caracteristicas

fisico-quimicas variaram devido ao inoculo utilizado e durante o periodo de estocagem.

As Tabelas 5 e 6 apresentam o valor médio dos resultados das analises fisico-

quimicas do kefir tradicional e do kefir cultura iniciadora durante o armazenamento.

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas do kefir tradicional durante os 28 dias de
estocagem

Tempo de armazenamento (dias)
Parémetros 0 2 7 14 21 28
pH 450+003 435+005¢ 436+005¢ 435+005¢ 428+004¢ 430+000¢
acidez (g/100q) 0,74£004- 0,78+003¢ 0,79£003¢ 06320040 084+005¢® 089+008¢
viscosidade (cP)  431+x096+# A447+063°8 396£100¢ 281£0820 269+074¢ 354+094r
singrese (%m/m) 5939724 590£1091» 56611038 6G86x£483¢c 691+361¢ 688+224c
etanol (%viv) 18+015¢% 170164 20+0392 22+0258¢ 25+056¢8 27+0330

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padréo.
A8 Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha néo diferem pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas do kefir cultura iniciadora durante os 28 dias de
estocagem

Tempo de armazenamento (dias)
Pardmetros 0 2 7 14 21 28
pH 437+005+ 423+012¢ 416+007¢ 407+005¢0 397+005¢ 390015+
acidez (g/100q) 0820034 09100268 100£003¢ 110+£0070 114+006¢ 121+£003¢
viscosidade (cP) 685071+ 1119+1098  1334+272¢  1568+1100 1754+2590 2213 +117¢
sinégrese (%m/m) 457896+ 354+3220 325+1083¢ 336+£1908  3404+2 11 36+152¢:«
gtanol (Soviv) 13+0086+ 14+016 88 14+ 006 »s 15+008¢:¢ 15+005¢1¢ 16+011¢

Dados representam o valor médio de trés lotes e seu desvio padréo.
A8 Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha néo diferem pelo Teste de Tukey (p<0,05).

O pH de ambos tipos de kefir sofreu uma redugéo estatisticamente significativa
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(p<0,05) entre o0 0 e 28° dia de estocagem. A reducdo de pH do kefir cultura iniciadora

(kefir Cl) foi mais acentuada (igual a 0,47) que do kefir tradicional (igual a 0,20).

A Figura 4 (Tabelas 12 e 13, APENDICE A) ilustra a evolugdo do pH em trés lote
de cada amostra de kefir. Os valores de pH dos trés lotes de kefir tradicional (kefir TRAD)
no mesmo dia ndo apresentaram diferencga significativa entre si, exceto no caso do lote

TRAD1 que diferiu estatisticamente (p<0,05) dos demais lotes no 7° e no 14° dia.

Entre os lotes de kefir cultura iniciadora também nao houve diferenca estatistica
em relagéo ao pH considerando o mesmo dia de estocagem, exceto para o lote Cl 3 que
teve valores de pH diferentes significativamente dos demais lotes no 2° e no 28° dia de

estocagem.

Pode-se dizer que tanto os lotes de kefir tradicional quanto os de kefir cultura
iniciadora foram semelhantes entre si em relagéo a evolugdo do pH, visto que as curvas

dos respectivos graficos seguem uma tendéncia semelhante.

(A) (B)
460 4,60
450 £ " . 450
4,40 g 440 ¥
4,30 a 430"
420 420
T 410 T 410 "

4,00
3,901
3,80 1
3,70 T T T

Tempo de armazenamento (dias)

#TRAD 1 +-TRAD 2 TRAD 3

4,00
3,90
3,80
3,70 T T T T T
0 2 7 14 21 28

Tempo de armazenamento (dias)

#Cl1 +Cl2 ~CI3

Figura 4: Alteragdo do pH no (A): kefir tradicional e no (B): kefir cultura iniciadora durante

o periodo de armazenamento.

* Indica que hé diferenga estatistica (p<0,05) entre pelo menos duas médias.

A quantidade de acido lactico no kefir tradicional e kefir cultura iniciadora

aumentou significativamente (p<0,05) durante a estocagem (Tabelas 5 e 6). O kefir cultura

iniciadora apresentou um aumento de acidez 2,6 vezes maior que o kefir tradicional.

A Figura 5 (Tabelas 14 e 15, APENDICE A) mostra o comportamento da acidez

nos lotes de ambas amostras de kefir. As curvas do grafico da Figura 5B seguem uma
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tendéncia bastante parecida, indicando que os lotes de kefir cultura iniciadora tiveram o
mesmo comportamento em relacdo a acidez, ao contrario dos lotes de kefir tradicional
(Figura 5A).

Dentre os lotes de kefir tradicional, considerando o mesmo tempo, houve
sempre pelo menos um lote que diferiu significativamente (p<0,05) dos outros quanto a
acidez durante o periodo de estocagem, exceto no 28° dia no qual a acidez dos lotes foi

estatisticamente distintas entre si.

A acidez dos trés lotes de kefir cultura iniciadora no mesmo tempo de analise, no
geral, ndo diferiu estatisticamente (p>0,05), exceto nos 14° e 21° dias, nos quais 0s

valores de acidez dos lotes foram diferentes estatisticamente entre si.

(A) (B)
1,307 1,30 N
120 1,20 *
_ 1,10 N § 1,10+ *
S 100 S 1,00
e * * =
S 090 - R 5 0,90/
3 o 3 0,80
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2 070 g 070
O,GOT ‘ : ‘ : ‘ 0,60 \ ‘ | ‘ ‘
0 2 7 14 21 28 0 2 7 14 21 28
Tempo de armazenamento (dias) Tempo de armazenamento (dias)
#+TRAD 1 +-TRAD 2 - TRAD 3 #Cl|1 +Cl2 ~CI3

Figura 5: Alteragdo da acidez no (A): kefir tradicional e no (B): kefir cultura iniciadora
durante o periodo de armazenamento.

* Indica que ha diferenca estatistica (p<0,05) entre pelo menos duas médias.

IRIGOYEN et. al. (2005) determinaram o pH em amostras de kefir elaboradas
utilizando 1% e 5% de gréos no periodo de 28 dias de armazenamento e observaram que
o pH (4,4 a 4,7) ndo apresentou diferenga estatistica significativa com o passar dos dias

de estocagem.

CAIS-SOKOLINSKA et. al. (2008) avaliaram duas amostras de kefir fermentado
por diferentes culturas iniciadoras comerciais e registraram uma reducdo do pH entre
0,16-0,22 e um aumento da acidez de 0,15% durante 21 dias de armazenamento, estes
valores foram, portanto, semelhantes aos do kefir tradicional (reducéo de pH e aumento

de acidez iguais a 0,22 e 0,10%, respectivamente) com 21 dias de estocagem.
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ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM (2009) encontram valores de pH e acidez de 4,29-
4,40 e 4,26-4,39 e de 0,70-0,82% e 0,72-0,92%, respectivamente, no 1° e no 7° dia de
estocagem, resultados similares aos encontrados em ambos kefir deste trabalho no 0 € no
7° dia.

O kefir tradicional permaneceu até o fim do periodo de armazenamento de
acordo com o padrao de acidez requerido pelo Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade (RTIQ) de leites fermentados, instru¢ao normativa n°46/2007 (BRASIL, 2007)
que estabelece acidez menor que 1,0g de acido lactico/100g do produto. Enquanto o kefir
cultura iniciadora apresentou valores de acidez superiores ao estabelecido pela legislacao

apos 14 dias de estocagem.

A viscosidade do kefir tradicional foi significativamente diferente (p<0,05) entre o
0 e 0 28° dia de estocagem, no entanto, ndo se observou um comportamento linear nos
valores, isto é, ora a viscosidade aumentava ora diminuia (Tabela 5). A viscosidade do
kefir cultura iniciadora aumentou significativamente (p<0,05) ao longo do armazenamento
(Tabela 6). A viscosidade média do kefir cultura iniciadora sofreu um aumento significativo
de 15,28 cP de 0 ao 28° dia.

A Figura 6 (Tabelas 16 e 17, APENDICE A) mostra os resultados de viscosidade
nas amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora. Através da Figura 6A ¢é possivel
observar a auséncia de homogeneidade entre os lotes de kefir tradicional pois as curvas
nao seguem uma tendéncia semelhante. Ao contrario do kefir tradicional, os lotes de kefir

cultura iniciadora apresentaram homogeneidade entre si como mostra o grafico da Figura
6B.

Observou-se que os lotes de kefir tradicional, considerando o mesmo dia de
armazenamento, diferiram significativamente (p < 0,05) entre si em relagéo a viscosidade,

exceto no 21° dia no qual houve dois lotes que nao diferiram estatisticamente entre si.

No 0, 21° e no 28° dia de armazenamento, a viscosidade dos trés lotes de kefir
cultura iniciadora nao diferiram estatisticamente (p>0,05) e nos demais dias, verificou-se
que pelo menos um lote diferiu significativamente (p<0,05) dos outros dois quanto a

viscosidade.
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Figura 6: Alteragdo da viscosidade no (A): kefir tradicional e no (B): kefir cultura iniciadora
durante o periodo de armazenamento.

* Indica que hé diferenca estatistica (p<0,05) entre pelo menos duas médias.

Os valores médios de viscosidade do kefir cultura iniciadora com 7 e 14 dias de
armazenamento foram similares aos encontrados em duas amostras de kefir fermentadas
com os graos (13,94-15,27 cP) avaliadas por GARROTE et. al. (1997), e também aqueles
encontrados por GARROTE et. al. (2001) em duas (13,8-15,4 cP) de suas quatro

amostras de kefir fermentado por graos de origens diferentes.

A viscosidade do kefir tradicional aproximou-se dos resultados obtidos por
MOTHAGI et. al. (1997) que avaliaram a viscosidade de kefir elaborado pela adicdo de
5% de graos de kefir.

TRATNIK et. al. (2006) e MITUNIEWZ-MALEK et. al. (2009) observaram que a
duragdo do periodo de estocagem influenciou na variagdo da viscosidade em kefir e
BESHKOVA et. al. (2002) observaram diferenca na viscosidade entre kefir obtidos por
diferentes tipos de indculo.

A sinérese do kefir tradicional variou significativamente (p<0,05) durante a
estocagem, todavia ndo se observou uma tendéncia de aumento ou reducao da sinérese
neste kefir (Tabela 5). A sinérese do kefir cultura iniciadora ndo apresentou variacéo

significativa (p>0,05) do 2° dia até o final do periodo de armazenamento (Tabela 6).

A Figura 7 (Tabelas 18 e 19, APENDICE A) mostra a suscetibilidade a sinérese
dos lotes de kefir tradicional e de kefir cultura iniciadora durante o periodo de estocagem.

Observando o grafico (Figura 7B) correspondente ao kefir cultura iniciadora verifica-se
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que as curvas correspondentes a cada lote sdo bastante similares, indicando

homogeneidade entre os lotes, ao contrario do que se observa no grafico do kefir
tradicional (Figura 7A).

Os lotes de kefir tradicional foram estatisticamente diferentes (p<0,05) em
relagdo a sua sinérese no 0, 2°, 7° e 14° dias de armazenamento. Contudo, no 21° dia
apenas o lote TRAD 1 apresentou dessoragem significativamente diferente (p<0,05) dos

demais e no 28° dia nao se verificou diferenga significativa entre os trés lotes.

Os valores de sinérese dos lotes de kefir cultura iniciadora n&do foram
significativamente diferentes (p>0,05) entre si durante o tempo de armazenamento,

exceto no tempo zero e no 2° dia.
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Figura 7: Alteragéo da sinérese no (A): kefir tradicional e no (B): kefir cultura iniciadora
durante o periodo de armazenamento.

* Indica que ha diferencga estatistica (p<0,05) entre pelo menos duas médias.

A Figura 8 apresenta a relagao entre viscosidade e sinérese do kefir tradicional e
do kefir cultura iniciadora durante o periodo de armazenamento. O kefir tradicional obteve
a menor viscosidade média e a maior sinérese nos tempos analisados, podendo, assim,
ser considerado como a amostra mais fluida (Figura 8A). A sinérese do kefir cultura
iniciadora, no geral, manteve-se constante com o passar dos dias enquanto o valor médio

de viscosidade aumentou durante o armazenamento (Figura 8B).

As amostras de kefir cultura iniciadora apresentaram os maiores valores de

viscosidade e baixa susceptibilidade a sinérese quando comparadas as de kefir
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tradicional, demonstrando que o kefir Cl apresenta melhor estabilidade que o kefir TRAD.
Esta diferenca pode ser explicada por uma producgéo relevante de exopolissacarideos
pelas bactérias lacticas presentes na cultura iniciadora. Os polissacarideos extracelulares
produzidos pelas bactérias acido lacticas contribuem para a textura e as caracteristicas
reologicas especificas dos leites fermentados e quando adicionados a alimentos, esses
polissacarideos funcionam como espessantes, emulsionantes, estabilizantes, gelificantes
e agentes de ligacao de agua (GIRAFFA, 1994).

Os valores de viscosidade e sinérese das amostras de kefir também podem ter
sido influenciados pelas cepas de micro-organismos e a proporgao delas inoculadas no
leite, pois as alteragcbes na acidez do meio ocasionadas pela fermentacao influenciam a
formagao do gel de caseina com uma estrutura de rede regular (SIMOVA et. al., 2002,
CAIS-SOKOLINSKA et. al., 2008).

FRENGOVA et. al. (2002), avaliando a produgdo de exopolissacarideo (o
kefirano) por bactérias acido lacticas isoladas de graos de kefir, selecionaram uma cepa
de Lactobacillus bulgaricus que sobressaiu dentre as 40 cepas de bactérias lacticas
isoladas pela alta atividade exopolissacaridica e verificaram que na associagdo dessa
cepa com outras bactérias lacticas e levedura (simulando uma cultura iniciadora de kefir)

a producéo de kefiran foi de 1,7 vezes maior que a do L. bulgaricus isolado.
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Figura 8: Valores médios de viscosidade e sinérese do (A): kefir tradicional e do (B): kefir
cultura iniciadora ao longo do periodo de estocagem.

No kefir tradicional houve um aumento significativo de etanol durante a

estocagem, de 1,8% a 2,7% v/v entre 0 0 e 0 28° dia (Tabela 5). Enquanto o teor de etanol
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do kefir cultura iniciadora aumentou ligeiramente ao longo dos dias de armazenamento,

apresentando, inicialmente, teor de etanol igual a 1,3% e de 1,6% v/v ao final (Tabela 6).

A Figura 9 (Tabelas 20 e 21, APENDICE A) apresenta os graficos da evolugdo
do teor alcodlico do kefir tradicional e do kefir cultura iniciadora durante a estocagem. As
curvas do grafico do kefir tradicional (Figura 9A), assim como as curvas do grafico do kefir
cultura iniciadora (Figura 9B), sao paralelas entre si, indicando que os lotes ttm o mesmo

comportamento em relagao ao grau alcodlico.

Os lotes de kefir tradicional, considerando o mesmo de dia de armazenamento,
nao foram estatisticamente diferentes (p>0,05) entre si em relagdo ao grau alcodlico. Os
lotes de kefir cultura iniciadora também n&o diferiram significativamente (p>0,05) entre si

no mesmo tempo de estocagem quanto ao teor alcodlico.
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Figura 9: Alteragao do etanol no (A): kefir tradicional e no (B): kefir cultura iniciadora
durante o periodo de armazenamento a 4°C.

Esses resultados demonstram que toda a sacarose adicionada, calculada para a
producao de 1,5% v/v de etanol — levando-se em consideragédo a reagao estequiométrica
da fermentagao alcodlica — foi consumida pelos micro-organismos confinados nos graos e
pela cultura iniciadora. Contudo, ocorreu uma producido de etanol acima do esperado,
principalmente nas amostras de kefir tradicional, indicando que o volume de xarope,
adicionado para adogar as amostras ao fim do processamento, foi metabolizado pelas

leveduras mesmo sob refrigeracéo a 4°C.
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O etanol e CO, exercem um papel fundamental no desenvolvimento das
caracteristicas do kefir (ZAJSEK & GORSEK, 2010), portanto, a adigdo de sacarose na
fermentacao do leite foi necessaria a fim de que ocorresse a producao de etanol e CO.,
pois na cultura inciadora ndo havia leveduras lactose-positiva e como nao foi realizada a
identificacédo de todas as leveduras isoladas dos graos de kefir, ndo havia certeza da

presenca de leveduras fermentadoras de lactose.

Os valores de etanol encontrados no kefir tradicional desde sua fabricagédo e no
kefir cultura iniciadora apds 28 dias ficaram acima dos valores definidos pela legislacao
vigente (BRASIL, 2007) que estabelece teor de etanol entre 0,5% e 1,5% v/v. Os padrbes
estabelecidos pela FAO/WHO (2003) para kefir, ao contrario da legislacédo brasileira, ndo

menciona o teor de etanol ideal.

O teor alcodlico encontrado em kefir relatado na literatura varia amplamente.
MOTAGHI et. al. (1997) registram valores de etanol entre 0,10-0,20% v/v em amostras de
kefir obtidas por diferentes tempos de fermentacéo do leite pelos graos. ASSADI et. al.
(2000) encontraram concentragbes de etanol iguais a 0,15% v/v em kefir obtido de graos
e entre 0,33-0,53% v/v em kefir produzidos usando culturas iniciadoras. Os valores de
etanol destes trabalhos citados s&o inferiores aos encontrados nos kefir tradicional e

cultura iniciadora.

Em um estudo com kefir polonés, LIBUDZISZ & PIATKIEWICZ (1990)
encontraram valores de etanol entre 0,035% e 2,0% v/v. Enquanto KORELEVA (1988)
relatou ter encontrado valores maiores do que 2,0% v/v de etanol em kefir produzidos
numa fazenda russa, mas apenas 0,01% a 0,05% v/v de etanol em amostras de kefir
obtidos da combinagcdo de culturas iniciadoras. Estes valores s&o similares aos

registrados em ambos kefir deste trabalho.

Avaliando o efeito da estocagem, KWAK et. al. (1996) armazenaram amostras
de kefir adicionadas de diferentes teores de glicose (0,4, 0,5 e 1,0%) a 25°C por 7 dias e a
5°C por 14 dias e observaram que nao ocorreu aumento de etanol na amostra adicionada
de 0,4% de glicose, mas nas amostras com 0,5 e 1,0% de glicose houve um aumento na

formagao de etanol durante o armazenamento.

YILMAZ et. al. (2006) analisando kefir fermentado com graos durante 10 dias de
armazenamento, observaram que o teor de etanol do kefir aumentou com o passar dos

dias, comportamento semelhante ao observado no presente trabalho. Contudo, no estudo
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citado foi registrado um aumento de 230% de etanol apos 10 dias de estocagem,
enquanto neste trabalho registrou-se um amento de 50% e 23% de etanol nos kefir

tradicional e kefir cultura iniciadora, respectivamente, apds 28 dias estocados.

Ao contrario dos resultados deste trabalho, MITUNIEWZ-MALEK et. al. (2009)
observaram uma reducido da concentracdo de etanol em kefir fermentados por cultura
iniciadora durante 14 dias de armazenamento. BESHKOVA et. al. (2002), assim como no
nosso estudo, nao encontraram diferenga significativa no grau alcodlico das amostras de

kefir tradicional e kefir cultura iniciadora apos 7 dias de estocagem.

A variacéo no teor de etanol entre os kefir pode ser devido ao tipo e quantidade
de culturas iniciadoras, tipos de recipientes utilizados, tempo e temperatura de
fermentacao (KORELEVA, 1988).

1.2 Analises microbiolégicas

O comportamento das bactérias acido lacticas (BAL) nas amostras de kefir
tradicional e de kefir cultura iniciadora é mostrado na Figura 10 (Tabela 22, APENDICE A).
A populacdo de bactérias acido lacticas dos lotes de kefir tradicional foi diferente
estatisticamente entre si no 2° e 7° dia de estocagem, enquanto os lotes de kefir cultura
iniciadora apresentaram concentragdes de bactérias lacticas diferentes (p<0,05)no 0, 7° e

21° dia de armazenamento.

A populagdo de bactérias lacticas nos lotes de kefir tradicional diminuiu pouco
durante o periodo de armazenamento, os lotes apresentaram uma reducido de até 0,82
log UFC/mL entre o 0 e 28° dia (Figura 10A).

Nos lotes de kefir cultura iniciadora percebe-se que a contagem de bactérias
acido lacticas permaneceu alta durante todo o tempo, sofrendo pequenas variagdes na
sua populagao ao longo dos dias de estocagem (Figura 10B). Observando as contagens
de bactérias lacticas do kefir cultura iniciadora, verifica-se que n&o houve diferenca

significativa (p>0,05) entre o 0 e 28° dia.

Analisando a Figura 10B nota-se que as linhas do grafico referente ao kefir
cultura iniciadora seguem uma tendéncia semelhante, demonstrando a homogeneidade

entre os trés lotes.
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Figura 10: Evolugao da populagéo de bactérias acido lacticas no (A): kefir tradicional e no
(B): kefir cultura iniciadora durante o periodo de 28 dias.

* Indica que ha diferenca estatistica (p<0,05) entre pelo menos duas médias.

A populagdo de bactérias acido lacticas durante o periodo de armazenamento

pode produzir alteragdes fisico-quimicas e sensoriais no produto reduzindo sua vida util.

GUZEL-SEYDIM et. al. (2005) obtiveram concentracdes de BAL entre 8,00-9,00
log UFC/mL em kefir, durante os 21 dias de estocagem, concentra¢des similares aquelas

encontradas no kefir TRAD e ligeiramente menores que as obtidas no kefir CI.

WROBLEWSKA et. al. (2009) encontram populacdes de BAL iguais a 8,64-8,74
e 8,20-8,22 log UFC/mL, respectivamente, nos 0 e 14° dias, concentragdes similares as
do kefir TRAD (9,19 e 8,56 log UFC/mL) nos mesmos dias, e ligeiramente inferiores a
populacao de BAL do kefir Cl, 9,37 e 9,79 log UFC/mL nos 0 e 14° dias, respectivamente.

A Figura 11 (Tabela 23, APENDICE A) mostra o comportamento da populacdo de
leveduras nas amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora durante a estocagem.
Os trés lotes analisados tanto de kefir tradicional quanto de kefir cultura iniciadora nao
diferiram significativamente (p>0,05) entre si. Ambas as amostras de kefir apresentaram

homogeneidade entre seus lotes em relagdo a contagem de leveduras.

A concentragcao de leveduras do kefir tradicional e do kefir cultura iniciadora nao

variou significativamente durante a estocagem (Figura 11A e Figura 11B).

82



(A) (B)

740+ 740
7,10+ 7,0
6,80 6,80

6,50 6,50
6209~ ‘N‘/ 620
590 5,90

5,60

560+
530 530

5,00 T T T T \ 500+ \ \ \ \ 1
0 2 7 14 21 28 0 2 7 14 21 2

Tempo de armazenamento (dias) Tempo de armazenamento (dias)

Log (UFC/mL)
Log (UFC/mL)

#TRAD 1 +TRAD2 -~ TRAD 3 #Cl1 +CI2 ~CI3

Figura 11: Evolug&o da populagéo de leveduras no (A): kefir tradicional e no (B): kefir
cultura iniciadora durante o periodo de 28 dias.

O alto teor de etanol do kefir TRAD comparado ao kefir Cl pode ser atribuido ao
maior de numero de leveduras que fermentam lactose produzindo etanol ou a presenca
de bactérias lacticas que produzem etanol presentes no kefir TRAD. A concentragédo de
leveduras € um importante parametro que afeta a velocidade e extensao da formacgao de
etanol no kefir (ZAJSEK & GORSEK, 2010a).

Na literatura encontram-se valores diferentes para a populacao de leveduras em
kefir, 4,00 e 5,30 log UFC/mL (SIMOVA et. al., 2002), 8,30 log UFC/mL (GARROTE et. al.,
1998) e entre 7,26-8,43 log UFC/mL (GARROTE et. al., 2001). O comportamento da
populacdo de leveduras neste estudo foi similar ao encontrado por IRIGOYEN et. al.
(2005), a contagem manteve-se praticamente constante ao longo dos 28 dias de

armazenamento, sem diferenca estatistica significativa.

ERTEKIN & GUZEL-SEYDIM (2009) encontram populagao de leveduras iguais a
5,3-5,6 e 5,2-5,5 log UFC/mL no 1° e no 7° dia de armazenamento, respectivamente,
valores estes similares aos encontrados no kefir Cl e inferiores aqueles do kefir TRAD nos
0 e 7° dias.

O kefir tradicional produzido por BESHKOVA et. al. (2002) apresentou contagem
de leveduras (5,70 e 5,69 log UFC/mL no 0 e no 7° dia, respectivamente) inferiores as do
kefir tradicional nos mesmos dias de estocagem, enquanto o kefir cultura iniciadora
(BESHKOVA et. al., 2002) obteve concentragéo de leveduras (6,88 e 6,87 log UFC/mL no

0 e no 7° dia, respectivamente) mais altas que aquela do kefir Cl a deste trabalho.
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YAMAN et. al. (2010) obtiveram concentra¢des de leveduras no 0, 2° e no 7° dia
(5,72, 5,90 e 547 log UFC/mL, respectivamente) similares aquelas encontradas em
ambas amostras deste trabalho. A populacéo de leveduras do kefir tradicional foi bastante
proxima aquela encontrada por GUZEL-SEYDIM et. al. (2005) no 0, 7°, 14° e no 21° dia
de armazenamento (6,28, 5,77, 6,52 e 6,52 log UFC/mL, respectivamente).

A legislacao (BRASIL, 2007) estabelece populagdes minimas para toda a vida
de prateleira do kefir iguais a 10’ UFC/g de bactérias lacticas totais e a 10* UFC/g de
leveduras especificas. A contagem de bactérias lacticas e de leveduras encontrada em
ambas as amostras de kefir foi superior aos valores minimos estabelecidos pela
legislagao brasileira em todos os dias analisados. Os kefir TRAD e CIl apresentaram, em
média, populagéo de bactérias lacticas entre 10%-10" UFC/g e de leveduras entre 10°-10°

UFC/g ao longo da estocagem.

A Tabela 7 apresenta os resultados da contagem de coliformes nas amostras de
kefir. Segundo o RTIQ de leites fermentados (BRASIL, 2007), os critérios microbioldgicos
acetaveis para uma amostra de leite fermentado sdo: contagens maximas de 100 NMP.
mL" para coliformes a 35°C, e de 10 NMP.mL™" para coliformes a 45°C. A contagem de
coliformes a 35°C e 45°C em kefir tradicional e kefir cultura iniciadora foi inferior aquela
estabelecida pela legislagado durante todo o armazenamento, portanto os produtos estao

de acordo com os padrdes legais vigentes.

Tabela 7: Contagem de coliformes a 35°C e a 45°C em kefir tradicional e kefir kefir
cultura iniciadora durante o periodo de estocagem a 4°C.

Coliformes a 35°C (NMP mL™) Coliformes a 45°C (NMP mL")

0 dia 14° dia 28° dia 0 dia 14° dia 28° dia
Kefir tradicional 2.1 <0,3 <0,3 2,1 <0,3 <0,3
Kefir simultaneo 0,6 <0,3 <0,3 0,6 <0,3 <0,3

Observa-se que a contagem de coliformes do kefir tradicional foi maior que no
kefir cultura iniciadora no tempo inicial e em ambas amostras de kefir, a concentracido de

coliformes diminuiu com o passar dos dias de estocagem.

Esses resultados podem ser explicados pela acidez das amostras e pela
atividade antimicrobiana do kefir, pois o acido lactico possui efeito inibitério sobre os
micro-organismos patogénicos e de deterioracdo (MAGALHAES et. al., 2010) e alguns
compostos inibitoérios presentes no kefir, como bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, e

acidos organicos, podem ser responsaveis pela morte de micro-organismos patogénicos
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(PAUCEAN & SOCACIU, 2008; SILVA et. al., 2009).

1.3 Analise descritiva quantitativa modificada

1.3.1 Pré-selegao dos provadores e levantamento de atributos

Quatro provadores dos treze inicialmente convidados n&o participaram da
analise descritiva devido a falta de disponibilidade para comparecer as sessdes de
treinamento. Dos nove provadores pré-selecionados, oito foram do género feminino e um
do género masculino, com idades entre 18 e 55 anos, predominando a faixa etaria de 18 a
25 anos de idade (55,6%). A escolaridade minima entre os provadores pré-selecionados
foi de curso graduacdo em andamento e todos possuiam formacéao relacionada a area de

alimentos.

Todos os provadores pré-selecionados informaram consumir leites fermentados
frequentemente. A Figura 12 apresenta as respostas dadas pelos provadores
relacionadas a maneira de consumo de leites fermentados e ao kefir no questionario
aplicado (APENDICE C, pagina 123).

(A) (B)
. Kefir
Leite Fermentado
100 100
25% 207 88,9
A —_
X 80+
€ 60 55,6
5 S 44,4
° © -
g 4
3
15% s 204 1,1
25% o 0l 0
B Natural B Adicionado de mel SImM NAO
Adicionado de agucar ® Adicionado de cereais ® Ouviram falar sobre kefir B Experimentaram kefir
B Adicionado de frutas Outros Consomem kefir

Figura 12: (A) Formas de consumo de leites fermentados pelos provadores; (B) Questées
sobre o kefir.

Os provadores demonstraram maior consumo de leites fermentados adicionados
de frutas (30%), seguido por leite fermentado natural (25%) e adicionado de agucar

(25%). Todos provadores ja ouviram falar sobre kefir, sendo que 55,6% deles ja
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experimentaram esta bebida e apenas um (11,1%) tem o habito de consumir.

Antes e durante a fase de treinamento foi levantada e organizada a lista dos
termos descritores das amostras (atributos), além de definidas as amostras referéncias
para cada atributo (APENDICE E). Os atributos foram definidos segundo referéncias da
literatura e as normas da ABNT (1998). A definicdo das referéncias foi relativamente dificil,
pois ndo ha no mercado brasileiro kefir comercial e a produgao de kefir em relagdo ao
volume do produto é limitada no laboratério, além de demandar muito tempo para sua
elaboragdo. Portanto, optou-se por utilizar como amostras referéncias produtos
comerciais como leite UHT integral e desnatado, iogurte natural integral, leite acidofilo,
coalhada integral, requeijao de copo e agua mineral gasosa. Alguns destes produtos
foram manipulados no laboratério para que se assemelhassem as amostras de kefir em

cada atributo analisado, como mostra a tabela do APENDICE E.

1.3.2 Selegdo dos provadores

Foram selecionados oito provadores (Tabelas 8 e 9) que apresentaram p(F)amostra
< 0,50 ou um p(F)repeticio > 0,05 com, no maximo, um valor para p(F)amosta = 0,50 ou um
P(F)repeticac < 0,05. Por motivos de saude, um provador n&o realizou a ultima etapa do
trabalho, sendo esta, portanto, realizada por somente sete provadores. Segundo STONE
et. al. (1974), o numero ideal de provadores para o teste final das amostras em uma ADQ
esta entre seis a 12 provadores, portanto este trabalho esta com um numero confiavel de

provadores treinados.

Tabela 8: Desempenho dos julgadores: niveis de probabilidade de F em todas as
amostras derivados da analise de variancia por julgador.
Provador FLUI GRAN ESPU ODLF ACID SALF ALCO OFF CREM EFER
<0,01 <0,01 <0,01 0,69* 0,05 0,16 <0,01 0,18 <0,01 <0,01
0,12 0,04 0,56*  0,58* 0,45 <0,01 0,01 0,73* 0,11 0,35
0,33 0,11 0,22 0,05 <0,01 <0,01 0,14 0,25 0,01 0,13
0,11 <0,01 <0,01 0,01 0,13 0,08 0,44 <0,01 0,28 <0,01
0,11 0,03 0,43 0,56* 0,20 0,19 0,44 0,17 0,09 0,14
<0,01 0,11 0,03 0,60* 0,01 0,02 0,44 0,44 0,03 0,03
<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,07 <0,01 0,44 <0,01 0,05 0,11
<0,01 0,12 0,44 0,29 0,02 0,05 0,03 0,44 1,00* 0,44
<0,01 0,21 <0,01 0,42 0,47 0,38 0,94* <0,01 <0,01 0,01
*p 2 0,50 (Probabilidade igual ou superior a 0,50 indica que o julgador n&o esta contribuindo para a discriminagéo entre os
tratamentos).

O oOoO~NOOOOWN-=-

Legenda: FLUI - fluidez; GRAN — granulosidade; ESPU — presenca de espuma; ODLF — odor caracteristico de leite fermentado;
ACID - gosto acido; SALF — sabor caracteristico de leite fermentado; ALCO — sabor alcodlico; OFF — off-flavor; CREM —
cremosidade; EFER — efervescéncia.
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Tabela 9: Desempenho dos julgadores: niveis de probabilidade de F relacionados ao

poder de repetibilidade das respostas.

Atributos
Provador FLUI GRAN ESPU ODLF ACID SALF ALCO OFF CREM EFER
1 0,44 0,69 0,44 0,69 0,13 0,18 0,44 0,44 0,28 0,44
2 0,44 0,39 0,95 0,81 0,73 0,17 0,69 0,71 0,54 0,81
3 0,32 0,43 0,44 0,67 0,53 0,24 0,44 0,17 0,21 0,44
4 0,51 0,64 0,44 0,02* 0,95 0,58 0,44 0,44 0,59 0,44
5 0,48 0,23 0,44 0,81 0,58 0,46 0,44 0,44 0,26 0,44
6 0,86 0,44 0,44 0,89 0,35 0,72 0,44 0,44 0,25 0,44
7 0,52 0,45 0,44 0,78 0,26 0,29 0,44 0,44 0,49 0,44
8 0,30 0,66 0,56 0,37 0,25 0,25 0,10 0,44 0,75 0,50
9 0,44 0,51 0,44 0,66 0,17 0,57 0,31 0,44 0,50 0,44

* p < 0,05 (Probabilidade igual ou inferior a 0,05 indica que o julgador n&o esta contribuindo para a discriminagéo entre os

tratamentos).

Legenda: FLUI — fluidez; GRAN — granulosidade; ESPU — presenga de espuma; ODLF — odor caracteristico de leite fermentado;
ACID — gosto acido; SALF — sabor caracteristico de leite fermentado; ALCO — sabor alcodlico; OFF — off-flavor; CREM —

cremosidade; EFER — efervescéncia.

1.3.3 Analise quantitativa descritiva

A Tabela 10 apresenta as alteragdes na intensidade dos atributos sensoriais das

amostras de kefir durante 28 dias de estocagem.

O tipo de indculo utilizado e o tempo de armazenamento exerceram um impacto

significativo em relagdo aos atributos de aparéncia (fluidez, granulosidade e presenga de

espuma), sabor &acido, sabor alcodlico, off-flavor, cremosidade e efervescéncia. Isto

significa que a intensidade dos atributos foram influenciados pelo tipo de indculo e/ou o

tempo de estocagem.
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Tabela 10: Alteragbes no valor (*, **) dos atributos sensoriais do kefir durante o
armazenamento refrigerado.

Tempo de armazenamento (dias)

Método 0 7 14 21 28
Fluidez
Tradicional 8,544 8,548 8,6~ 8,642 8,7 A2
Cultura iniciadora 6,582 74582 7,582 7,842 7,482
Granulosidade
Tradicional 3,7 Aab 4,5Aa 4,7 A8 2,8Ab 4,3 Aa
Cultura iniciadora 0,3Ba 1,3Bab 1,4 Bab 1,4 Bab 2,08b
Espuma
Tradicional 1,1 Aa 0,3 Aab 0,4 Aab 0,5 Aab 0,2 Ab
Cultura iniciadora 2.1 Aa 0,3 Abe 1,1 AP 0,1 Ac 0,1 A¢
Odor caracteristico de leite fermentado
Tradicional 3,848 5,2 Aa 5,2 A2 5,3 A2 4,4 Aa
Cultura iniciadora 3,248 2,772 4.84r2 5,2 A2 3,548
Sabor acido
Tradicional 3,2Aa 4.7 Aab 4.8 Aab 4 8 Aab 5,5Ab
Cultura iniciadora 3,7 A2 5,5Aab 6,0 AP 6,6 Ab 6,970
Sabor caracteristico de leite fermentado
Tradicional 2,8 Aa 3,842 3,2 A8 2,2 A2 2,4 A2
Cultura iniciadora 3,6 A 3,048 2,9 A 2,672 2,842
Sabor alcodlico
Tradicional 0,6 A 1,040 1,3 A¢ 1,5 Acd 1,7 Ad
Cultura iniciadora 0,2 Ba 0,4 Ba 0,880 0,8 8P 1,1B¢
Off-flavor
Tradicional 0,7 Aa 2,1Aa 6,4 AP 7,0A0 7,740
Cultura iniciadora 0,54 1,2 Aa 5,1 Ab 7,3 Ac 8,1 Ac
Cremosidade
Tradicional 0,4 Ae 1,142 0,9 Ae 1,142 0,7 A
Cultura iniciadora 1,682 2,2Ba 1,9 Aa 2,0Ba 2,682

Efervescéncia
Tradicional 3,3A8b 3,842 42 Aa 25 Aab 1,7 Ab

Cultura iniciadora 3,3 Aab 3,7 Aab 4,4 Aa 2,6 Aab 2,2Ab

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma coluna para cada atributo analisado ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma linha para cada atributo analisado néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao observar os escores médios das caracteristicas sensoriais na Tabela 10,

fornecidas pelo painel treinado, verifica-se uma diferenciacao entre as amostras quando
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se tratam dos atributos fluidez, granulosidade, sabor alcodlico e cremosidade, sendo que
kefir tradicional apresentou valores de fluidez, granulosidade e sabor alcodlico mais altos
que o kefir cultura iniciadora durante os 28 dias. O kefir cultura iniciadora foi mais

cremoso.

O tempo de armazenamento influenciou nos resultados de presenga de espuma,
sabor acido, sabor alcodlico e off-flavor, em ambas amostras de kefir observou-se uma
reducao significativa na quantidade de espuma e aumento, também significativo, nos
valores de sabor acido, sabor alcodlico e off-flavor ao longo do periodo de estocagem. O
kefir cultura iniciadora apresentou um aumento significativo no atributo granulosidade

entre os 0 e 28 dias.

O tipo de ind6culo e tempo de estocagem nao exerceram uma influéncia
significativa sobre os resultados da avaliagdo dos atributos relacionados ao odor e sabor
caracteristicos de leite fermentado, ou seja, ndo houve diferenga estatistica significativa
(p>0,05) entre os tipos de kefir, nem durante o armazenamento relacionada a estes
atributos. Nao houve alteragao estatisticamente significativa da intensidade do atributo

efervescéncia ao longo da estocagem.

IRIGOYEN et. al. (2005) e CAIS-SOKOLINSKA et. al. (2008) observaram
aumento significativo dos valores médios do sabor acido em amostras de kefir tradicional
e cultura iniciadora durante o armazenamento como observado nos kefir TRAD e CI.
Estes autores relataram ainda alteragdes significativas nos valores dos atributos de odor
de leite fermentado e viscosidade, enquanto no presente estudo ndo se observou

alteragdes significativas na intensidade deste atributos.

Analisando uma amostra de kefir fermentada com graos, YILMAZ et. al. (2006)
relataram redugcédo da efervescéncia durante 10 dias de estocagem, enquanto nao foi

observado alteracéo nos valores de efervescéncia do kefir TRAD e ClI.

A avaliacdo das caracteristicas sensoriais de duas amostras de kefir obtidas
pela utilizacdo de culturas iniciadoras comerciais durante a estocagem (CAIS-
SOKOLINSKA et. al., 2008) demonstrou redugdo significativa dos escores médios dos
atributos de odor de leite fermentado e viscosidade, ao contrario do observado nas
amostras de kefir deste estudo. Os valores médios de sabor de leite fermentado

praticamente ndo variaram em uma das amostras como observado neste trabalho.

Diferente dos resultados encontrados neste trabalho, WROBLEWSKA et. al.
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(2009) nao observaram alteracdes significativas nos valores dos atributos de sabor acido,
sabor de “passado” e cremosidade nas amostras de kefir tradicional durante os 14 dias de

estocagem.

Alteracdes nos parametros fisico-quimicos avaliados foram acompanhadas por
mudancas nas caracteristicas sensoriais avaliadas. O aumento nos niveis de acidez,
viscosidade e etanol registrados pelas analises fisico-quimicas com o passar dos dias foi
percebido pelos provadores treinados (Tabela 10). O kefir tradicional foi considerado,
pelas analises de viscosidade e sinérese (Figura 8), a amostra com mais fluidez e menor
cremosidade, e este kefir também obteve o maior e o menor escores médios,
respectivamente, relacionados aos atributos de fluidez e cremosidade fornecidos pelos

provadores.

O perfil sensorial das duas amostras de kefir, baseado nas médias dos atributos
fornecidas pelos provadores, durante o periodo de armazenamento foi mostrado pelo

grafico radial (ou grafico aranha) na Figura 13.

A Figura 13 sugere que houve diferenga entre os perfis sensoriais das amostras
de kefir, pois os graficos apresentaram desenhos diferentes. Observou-se que a
granulosidade, sabor acido e cremosidade foram os atributos que, aparentemente, mais
diferenciaram o kefir tradicional do kefir cultura iniciadora, pois as linhas que passam
pelos vetores que representam estes atributos tiveram comportamentos distintos entre os
dois graficos. Enquanto o sabor acido e off-flavor foram os atributos que, aparentemente,
mais diferenciaram tanto o kefir tradicional quanto o kefir cultura iniciadora em diferentes
tempos de armazenamento. Isto é demonstrado pela distédncia entre as linhas que
passam vetores que representam estes atributos, quanto maior a distancia entre as linhas

mais diferentes sdo as amostras.

A Figura 14 apresenta a Analise de Componentes Principais (ACP) das médias
dos escores aos atributos sensoriais e a correlagao entre os valores meédios dos atributos
e os dois componentes principais (CP), além da projecdo dos resultados dos
componentes principais para as amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora com
diferentes tempos de armazenamento. A ACP apresenta a vantagem de conseguir mostrar
diferencas ndo observadas pela analise estatistica univariada (ANOVA). Os valores para

correlagcao de Pearson sao apresentados na Tabela 11.
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Legenda: TRAD 0d, TRAD 7d, TRAD 14d, TRAD 21d, TRAD 28d — kefir tradicional com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento, respectivamente; Cl 0d, CI 7d, CI 14d, ClI 21d, Cl 28d - kefir cultura iniciadora com 0, 7, 14, 21 e 28

dias de armazenamento, respectivamente.

Figura 13: Perfil sensorial de amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora durante
um periodo de 28 dias de armazenamento.
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Legenda:

TRAD 0d, TRAD 7d, TRAD 14d, TRAD 21d, TRAD 28d — kefir tradicional com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento,
respectivamente; Cl 0d, Cl 7d, Cl 14d, Cl 21d, Cl 28d - kefir cultura iniciadora com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento,
respectivamente.

FLUI — fluidez; GRAN — granulosidade; ESPU — presenga de espuma; ODLF — odor caracteristico de leite fermentado; ACID
— gosto acido; SALF — sabor caracteristico de leite fermentado; ALCO — sabor alcodlico; OFF — off-flavor; CREM — cremosidade;
EFER - efervescéncia.

Figura 14: (A): Dispersdo das amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora em
relagdo aos dois primeiros componentes principais; (B) Loadings (cargas) — Correlagéo
entre aos atributos sensoriais para as amostras de kefir durante o armazenamento.
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Tabela 11: Loadings (cargas) - Correlagées (Coeficiente de correlagdo de Pearson) entre
os atributos sensoriais e 0s trés primeiros componentes principais.

CP1 CP 2 CP3
Atributos de aparéncia
Fluidez 0,827 -0,514 0,023
Granulosidade 0,682 -0,635 0,136
Presenca de espuma -0,739 -0,330 -0,285
Atributo de odor
Odor caracteristico de LF 0,670 -0,243 0,418
Atributos de sabor
Sabor acido 0,339 0,862 0,339
Sabor caracteristico de LF -0,608 -0,374 0,516
Sabor alcodlico 0,947 -0,028 -0,029
Off-flavor 0,787 0,510 0,055
Atributo de textura
Cremosidade -0,351 0,880 0,282

At. Sensacgobes tateis bucais
Efervescéncia -0,475 -0,402 0,673

* nimeros em negrito significativo, p<0,05.

Na representagdo grafica por ACP (Figura 14), cada eixo explica uma
porcentagem da variagao total que existe entre as amostras. O primeiro eixo explica a
maior parte da variabilidade entre as amostras, seguido pelo segundo eixo, e assim por
diante. Os dois componentes principais juntos explicaram 74,09% da variabilidade entre
as duas amostras de kefir em diferentes tempos de estocagem, demonstrando que os

descritores utilizados discriminam satisfatoriamente as amostras analisadas.

O primeiro componente principal explicou 44,49% da variabilidade entre as
amostras e esta associado aos atributos fluidez, granulosidade, presenga de espuma,
odor e sabor caracteristico de leite fermentado (LF), sabor alcodlico e off-flavor. Enquanto
o0 segundo componente principal explicou 29,14% da variabilidade entre as amostras, e

esta relacionado aos atributos sabor acido e cremosidade.

MUIR et. al. (1999) avaliaram as caracteristicas sensoriais de trés amostras
comerciais de kefir tradicional e de kefir “modificado” (obtido utilizando cultura iniciadora)
e WROBLEWSKA et. al. (2009) os atributos sensoriais de kefir tradicional. Ambos
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estudos verificaram que os dois primeiros CP juntos explicaram mais de 60% da variancia
(82 e 88,6%, respectivamente), indicando que os atributos utilizados também
discriminaram satisfatoriamente as amostras analisadas. E assim como neste trabalho,
dentre outros descritores, os dois primeiros componentes principais estavam associados

aos atributos de off-flavor e cremosidades.

As amostras de kefir em diferentes tempos de armazenamento encontraram-se
bem distintas no grafico da ACP (Figura 14A). Amostras similares ocupam regides
proximas no grafico e as amostras distantes uma das outras apresentam altas
dissimilaridades entre elas. Assim, a Figura 14A sugere que as amostras TRAD 0d, TRAD
7D e TRAD 14d, as amostras CI 0d, Cl 7d e Cl 14d, as amostras TRAD 21d e TRAD 28d

e as amostras Cl 21d e Cl 28d sao similares em relagao aos atributos avaliados.

Cada amostra localiza-se proxima ao vetor (descritor) que a caracteriza, ou seja,
ao descritor que se apresenta em maior intensidade naquela amostra. Dessa forma, a
Figura 14B indica que as amostras Cl 0d, Cl 7d e Cl 14d apresentam maior intensidade
dos atributos presenca de espuma, sabor caracteristico de leite fermentado (LF) e
efervescéncia. As amostras TRAD 0d, TRAD 7d e TRAD 14d apresentam maior
intensidade dos atributos fluidez, granulosidade e odor caracteristico de LF. Enquanto as
amostras TRAD 21d e TRAD 28d se caracterizam mais pelos atributos sabor alcodlico e
odor caracteristico de LF e as amostras Cl 21d e Cl 28d apresentam maior intensidade

dos atributos sabor acido, off-flavor e cremosidade.

As amostras de kefir tradicional e kefir cultura iniciadora com até 14 dias de
armazenamento encontraram-se bem distantes das amostras de kefir tradicional e kefir
cultura iniciadora com 21 e 28 dias de estocagem, respectivamente, e as amostras de
kefir tradicional em diferentes tempos ficaram separados das amostras de kefir cultura
iniciadora, sugerindo que as diferengas foram influenciadas pelo tipo de indculo utilizado

na fermentacéao do leite e tempo de armazenamento (Figura 14A).

Num grafico que representa a ACP, segundo MUNOZ et. al. (1992), os vetores
com medidas mais distantes do zero correspondem a variagdes com maior influéncia
sobre o valor do componente principal, enquanto os vetores mais proximos de zero
indicam variavel com pequena influéncia, isso significa, portanto, que a maioria dos
descritores atribuidos as amostras deste trabalho correspondem a variaveis com

importante influéncia.
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Alguns autores (MUIR et. al., 1999; IRIGOYEN et. al., 2005; YILMAZ et. al.,
2006; CAIS-SOKOLINSKA et. al., 2008) observaram a correlacdo entre os diferentes
atributos sensoriais e aceitacao global e indicaram que os provadores foram influenciados
positivamente pelos atributos de odor e sabor caracteristico de leite fermentado,
viscosidade, cremosidade e adstringéncia, e de forma negativa pelo odor acido/amargo e
fermentado, sabor acido, amargo e azedo e separagao de soro. Baseado nestes
resultados relatados na literatura e nas observagdes escritas pela equipe sensorial deste
trabalho (APENDICE E), o aumento da intensidade dos atributos granulosidade, sabor
acido e off-flavor pode ter influenciado negativamente na avaliagdo das amostras e, por
outro lado, a persisténcia dos atributos de odor e sabor caracteristicos de LF e 0 aumento

cremosidade podem influenciar positivamente.

Na avaliagédo sensorial das amostras de kefir com 14 dias de armazenamento a
4°C, surgiram os primeiros comentarios feitos pelos provadores nas fichas de avaliagédo
(APENDICE D) em relacdo ao aumento da intensidade do off-flavor nas amostras,
coincidindo com aumento significativo dos escores médios atribuidos a este atributo
(Tabela 10). Nos 21° e 28° dias de estocagem das amostras de kefir, a frequéncia de
relatos pelos provadores sobre o aumento da intensidade do off-flavor aumentou
consideravelmente, juntamente com as médias dos escores relacionadas ao atributo. Os
provadores apresentaram baixa aceitacdo em relacdo amostras de kefir tradicional e kefir
cultura iniciadora com 21 e 28 dias de armazenamento, demonstrada pelos comentarios
negativos escritos na fichas de avaliagdo, como: “sabor desagradavel”; “sabor muito ruim”,
“acidez e granulosidade excessivas”, “off-flavor muito forte, mascarando os outros

atributos” e “presencga de sabor amargo”.

Baseado nestes comentarios da equipe de provadores pode-se dizer que os
kefir TRAD e CIl foram aceitaveis até as duas primeiras semanas apés sua fabricacao.
IRIGOYEN et. al. (2005), analisando duas amostras de kefir tradicional, relataram que as
bebidas foram consideradas aceitaveis até a primeira semana. E YILMAZ et. al. (2006)
verificaram diminuigao significativa da aceitacdo global de amostras de kefir do 4° até o
10° dia de estocagem. Estes autores obtiveram, portanto, leites fermentados com menor

tempo de vida util comparados as bebidas deste trabalho.

Enquanto CAIS-SOKOLINSKA et. al. (2008) obtiveram kefir com maior tempo de
vida util comparado a nossas amostras. Os autores relataram baixa aceitagao global para

as amostras de kefir elaboradas com culturas iniciadoras apdés 21 dias de
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armazenamento.

A microbiota diversificada da cultura do kefir, as concentragdes dos compostos
metabdlicos bem como a propor¢cdo entre eles, e a acidez do produto afetam
significativamente as caracteristicas organolépticas da bebida durante o armazenamento
(CAIS-SOKOLINSKA et. al., 2008).

O acido lactico, principal metabdlito resultante da fermentacéo do leite, contribui
para a formagdo do sabor acido/azedo e refrescante, no entanto, sua concentragao
excessiva suprime o sabor agradavel da bebida (CAIS-SOKOLINSKA et. al., 2002). Isto
pode ser observado pelos resultados das analises fisico-quimica e sensorial deste
trabalho, o aumento da intensidade do atributo off-flavor coincidiu com o aumento da

acidez e do sabor acido.

O odor e sabor refrescante dos leites fermentados derivam do acetaldeido.
Quantidades insuficientes deste metabdlito ndo conseguem suavizar o sabor de
“passado” (off-flavor) e adstringente do diacetil (GUZEL-SEYDIM et. al., 2005). Durante o
armazenamento das bebidas fermentadas, a concentracdo de acetaldeido diminui
consideravelmente, apds seu aumento significativo durante as duas primeiras semanas,
pois € degradado a etanol pela enzima alcool desidrogenase produzida pelas bactérias
acido lacticas (OTT et. al., 1999; GUZEL-SEYDIM et. al., 2005).

Os acidos graxos livres (AGL) também influenciam significativamente o odor e
sabor dos leites fermentados. Os AGL resultam da atividade lipolitica dos micro-
organismos inoculados no leite, bem como da degradacdo da lactose, desaminagao
oxidativa, transaminacao e descarboxilagdo dos aminoacidos (IRIGOYEN et. al., 2005).
Essas alteragbes podem melhorar ou piorar a qualidade do produto. A elevada
concentracado, por exemplo, de peptideos resultantes da decomposicdo da [(-caseina
pode contribuir para o sabor amargo da bebida, assim como dipeptideos de glutamina e
asparagina intensificam o sabor amargo (CAIS-SOKOLINSKA et. al., 2008).

Portanto, o aumento da intensidade do off-flavor nos kefir TRAD e CI e,
consequentemente, a baixa aceitacdo das amostras com o passar dos dias de
armazenamento podem estar relacionados a degradagdo dos componentes do leite e
metabdlitos pelas bactérias acido lacticas durante a estocagem que resultam na produgao

destes compostos responsaveis pela redu¢ao da qualidade do produto.
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2 ESTUDO DO EFEITO DO KEFIR NA INFECCAO EXPERIMENTAL COM
SALMONELLA TYPHIMURIUM EM CAMUNDONGOS

2.1 Avaliagao da mortalidade e morbidade em decorréncia da infecgao experimental
por Salmonella Typhimurim em camundongos

A mortalidade por Salmonella Typhimurium em camundongos foi determinada a

fim de avaliar o efeito que os micro-organismos presentes no kefir provocariam no

hospedeiro cujo ecossistema intestinal fosse desafiado. Também se acompanhou a

evolugao ponderal dos animais dos grupos controle e experimentais.

A Figura 15 ilustra a mortalidade acumulada dos camundongos, tratados ou nao
com kefir, durante o periodo de 28 dias apds o desafio com Salmonella Typhimurium.
Observou-se que a sobrevida dos animais tratados com kefir tradicional foi maior (30%)
ao final dos 28 dias quando comparado com os animais controles (21,1%), e aqueles
tratados com kefir cultura iniciadora tiveram uma sobrevida pouco menor que a do grupo
controle (20%). Contudo, essas diferencas nao foram estatisticamente significativas
segundo o Teste Exato de Fischer (Kefir tradicional: p= 0,53; kefir cultura iniciadora: p=
0,35).

Os resultados foram submetidos a analise pelo Teste Log Rank Survival (Figura
16) para avaliar se houve diferenga ao longo da curva de sobrevivéncia entre os grupos
controle e experimentais. Nao ocorreu diferenga significativa entre o grupo controle e os

experimentais (p=0,95) quanto ao tempo de morte dos animais.
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Figura 15: Sobrevivéncia dos camundongos CV n&o tratados (19 animais) ou tratados
durante 10 dias com kefir tradicional (20 animais) ou com kefir cultura iniciadora (20
animais) antes do desafio experimental com Salmonella Typhimurium ().
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Figura 16: Analise comparativa entre as curvas de sobrevivéncia dos camundongos CV
controle ndo tratados (curva preta, n=19) e dos camundongos CV tratados com kefir
tradicional (curva vermelha, n= 20) e kefir cultura iniciadora (curva verde, n= 20).
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O desenvolvimento ponderal dos camundongos CV dos grupos controle e
experimentais é apresentada na Figura 17. Os resultados foram expressos como a média

do ganho de peso dos animais sobreviventes.
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Figura 17: Ganho de peso dos camundongos CV n&o tratados ou tratados com kefir e
desafiados com Salmonella Typhimurium.

Quanto a morbidade observa-se que houve diferenga no ganho de peso entre os
animais do grupo controle e os animais dos grupos experimentais (Figura 17). Os animais
tratados com kefir tradicional tiveram maior ganho de peso que os animais controle e
tratados com kefir cultura iniciadora. Em todos os grupos, os animais manifestaram a
doenca entre cinco a sete dias apds o desafio, apresentando pelos arrepiados e apatia, e

as mortes comegaram no 7° dia apos o desafio.

VINDEROLA et. al. (2007) avaliaram a capacidade protetora de um leite
fermentado por Lactobacillus helveticus R389 em camundongos convencionais contra um
desafio oral com S. Typhimurium (10" UFC) e observaram que o grupo tratado com o leite

fermentado por 7 dias teve a maior taxa de sobrevivéncia (80%) a infecgéo.

Uma taxa de sobrevivéncia significativamente maior (p<0,05) foi observada por
MOURA et. al. (2001) em camundongos tratados com L. delbruekii UFV-Hzby (34,6%) no
dia 22 apos o desafio com S. Typhimurium (10* UFC), quando comparados ao grupo

controle (0%). Neste trabalho, foi também observado perda de peso em ambos grupos,
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controle e experimental, entre cinco e 10 dias apds o desafio, ocorrendo um ganho de
peso para 0s animais sobreviventes do grupo experimental, posteriormente. VIEIRA et. al.
(2008) também relataram que o tratamento oral de camundongos convencionais com L.

delbruekii UFV-Hb, 0s protegeram contra a infeccdo com S. Typhimurium.

LeBLANC et. al. (2010) demonstraram que camundongos tratados com
Lactobacillus casei CRL 431 antes ou apds o desafio com S. Typhimurium (10’ UFC)

apresentaram uma diminuicdo nas taxas de mortalidade e perda de peso.

Uma maior taxa de sobrevida foi observada por MARTINS et. al. (2009) em
camundongos tratados com um produto comercial A contendo Saccharomyces boulardii
(70%) quando comparados com o grupo controle (40%). Enquanto a taxa de
sobrevivéncia dos animais tratados com produtos comerciais B (60%), C (60%), D (50%)
contendo Saccharomyces boulardii e E (20%) contendo Saccharomyces cerevisiae nao foi

diferente estatisticamente em relagdo ao grupo controle.

2.2 Analise histolégica de 6rgaos dos animais convencionais

Os 6rgaos analisados foram o figado, ileo e colon, e os resultados foram:

Figado: No grupo controle (Figura 18A), observaram-se varios focos de infiltrado
inflamatorio decorrentes da infecgao experimental com Salmonella Typhimurium. Esses
focos localizaram-se preferencialmente préximos ao espacgo porta. Ao redor do infiltrado
ocorreu leve necrose e areas de degeneracdo. O infiltrado caracterizou-se,
principalmente, por neutrofilos e macrofagos. Na avaliagdo qualitativa, atribui-se o valor
de 2 de lesdo para o figado desse grupo considerando todos os aspectos. A escala

utilizada foi:
0 — Sem les&o.
1 — Leséo leve.
2 — Les&o moderada.
3 — Lesao grave.

Observou-se que, nos camundongos tratados com kefir tradicional, 3 dos 5
animais do grupo apresentaram melhora significativa, 1 apresentou melhora leve e 1 ndo
apresentou diferenga comparado ao grupo controle. Considerando a maioria dos animais,

foi observado auséncia de lesédo, conforme ilustrado na Figura 18B.
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Quanto aos camundongos tratados com kefir cultura iniciadora, observou-se
uma diferenga muito leve com relagao ao grupo controle, sendo atribuido grau 1 de leséo

para o figado desse grupo.

fleo: Conforme ilustrado na Figura 19, todos os animais apresentaram
arquitetura do ileo alterada, com destruicdo do vilo, e em certas regides destruicdo das
glandulas de Lieberkuhn. Presenga de infiltrado inflamatério intenso foi observada na
mucosa e submocusa. Todas as amostras foram consideradas de grau 3 de lesao (grave),

sem diferenca entre os grupos.

Cdlon: O grupo controle (Figura 20A) apresentou grau de lesdo de leve a

moderada (1-2), variando entre os animais do mesmo grupo. Nos casos considerados
moderados, observou-se infiltrado inflamatério na glandula, auséncia de células
caliciformes em algumas regides e alteragdo brusca da espessura da camada muscular.
Em ambos os grupos tratados com kefir (Figura 20B e 20C) houve mais animais com
célon de aspecto normal, nos quais foi notado apenas algum infiltrado na regido da

submucosa.

O primeiro contato direto das espécies de Salmonella com o hospedeiro é a
aderéncia a superficie das células epiteliais no intestino. Este evento constitui um pré-
requisito para as etapas seguintes da patogénese que levam a infecgcdo da mucosa,
disseminagao sistémica e a doenca. A inibicdo da invasao da Salmonella em células

epiteliais é o primeiro passo na prevencao da infecgdo (GOLOWCZYC et. al., 2007).

Nos ultimos anos, a atividade antagonista de bactérias acido lacticas contra a
infeccado por Salmonella tem sido extensivamente estudada (SILVA et. al., 1999; SILVA et.
al.,, 2004; MOURA et. al., 2001; VINDEROLA et. al., 2007; LeBLANC et. al., 2010).
ZACCONI et. al. (1994) mencionaram o efeito antagonista do kefir contra Salmonella em
frangos e SANTOS et. al. (2003) demonstraram que duas cepas de Lactobacillus isoladas
do kefir inibiram a aderéncia da Salmonella as células epiteliais. GOLOWCZYC et. al.
(2007) também demonstraram que algumas cepas de Lactobacillus kefir e suas proteinas
da camada S foram capazes de inibir a adesao ou/e invasdo de Salmonella Enteritidis in

vitro.

A infecgao por Salmonella tem um efeito local, no intestino, mas seu efeito maior
€ sistémico, atingindo particularmente o figado. Quando a infeccao atinge o figado, o

hospedeiro torna-se mais susceptivel podendo levar a morte. O hospedeiro, o qual a
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Figura 18: Histologia de figado de camundongo apo6s 7 dias de infecgdo com Salmonella
Typhimurium, sem tratamento (A) ou tratado com kefir tradicional (B) ou kefir cultura
iniciadora (C). A seta indica focos de infiltrado inflamatério no parénquima e proximos ao
espaco porta, especialmente na Figura 18A e 18C . H&E. Escala da barra de 100
micrometros.

infeccao limita-se ao intestino, fica debilitado, podendo se reabilitar. Apesar de nao ter
havido diferenga significativa na taxa de sobrevivéncia entre os grupos controle e
experimentais neste trabalho, ndo observamos lesdo no figado da maioria dos
camundongos tratados com kefir tradicional sugerindo que este kefir possa ter um efeito
imunomodulatério sistémico. VINDEROLA et. al. (2006b) demonstraram que o
exopolissacarideo produzido pelo Lactobacillus kefiranofaciens ATCC 43761 pode

influenciar a imunidade sistémica pela liberagao de citocinas no sangue.

A translocagdo em baixo nivel das bactérias acido lacticas do intestino para os

tecidos extra-intestinais (linfonodos mesentéricos, baco e figado) foi sugerida como um
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Figura 19: Histologia do ileo de camundongos apos 7 dias de infecgdo com Salmonella
Typhimurium, sem tratamento (A) ou tratado com kefir tradicional (B) ou tratado com kefir
cultura iniciadora (C). A seta indica infiltrado inflamatorio difuso na mucosa. Nota-se,
também, destruicdo da arquitetura do vilo com areas de degeneracéo. H&E. Escala da
barra de 100 micrometros.

processo fisiolégico normal e benéfico associado a estimulagdo imunolégica (ZHOU et.
al., 2000). Segundo TAKAGASHI et. al. (1991), os Lactobacillus probiéticos podem ser
facilmente internalizados no interior das células M do intestino. Um estudo (GALDEANO &
PERDIGON, 2004) mostrou, no entanto, que os enterdcitos ndo internalizam as bactérias
inteiras, mas sim seus fragmentos (particulas antigénicas bacterianas). Esse estudo

indica, portanto, que a translocacdo de bactérias viaveis ndo é necessaria para a

imunomodulagao.

Estudos confirmaram (THOREUX & SCHMUCKER, 2001; VINDEROLA et. al.,
2006b) uma estimulagdo da imunidade intestinal devido a ingestdo de kefir em

camundongos. VINDEROLA et. al. (2006b) indicaram que o exopolissacarideo (EPS)
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Figura 20: Histologia do colon dos camundongos apds 7 dias de infeccdo com Salmonella
Typhimurium, sem tratamento (A) ou tratados com kefir tradicional (B) ou tratados com
kefir cultura iniciadora (C). A seta indica infiltrado inflamatorio difuso na mucosa. Nota-se,
também, auséncia de células caliciformes e mudancga de espessura brusca da camada
muscular. H&E. Escala da barra de 100 micrometros.

produzido pelo Lactobacillus kefiranofaciens ATCC 43761 pode melhorar a producao de
IgA tanto no intestino quanto no cdélon. Um estudo in vivo (VINDEROLA et. al., 2005)
mostrou que kefir pasteurizado ou nao foi capaz de modular o sistema imune da mucosa.
No nosso trabalho, verificamos que nenhum dos kefir conferiram protegdo ao intestino
delgado, no entanto, o célon dos animais tratados com kefir tradicional e kefir cultura

iniciadora apresentou-se mais preservado que do grupo controle.

Assim como existem variagdes entre cepas probidticas e seus beneficios, ha
variagdes entre kefir de diferentes origens e, possivelmente, seus efeitos no hospedeiro.
Seria necessario avaliar outros aspectos como, por exemplo, a concentragdo no trato

digestivo e translocagdo da microbiota do kefir e do micro-organismo patogénico, os
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niveis de citocinas e de imunoglobulinas durante a infecgdo experimental. Isto poderia
levar a obter dados que permitiiam explicar a auséncia de lesdo no figado e colon da

maior parte dos animais tratados com o kefir tradicional.
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CONCLUSOES

O tipo de inéculo (grdaos de kefir e cultura iniciadora) e o tempo de
armazenamento influenciaram significativamente as caracteristicas fisico-quimicas,

microbilégicas e sensoriais do kefir.

A acidez do kefir cultura iniciadora ultrapassou o valor limite estabelecido pela
legislacdo apos duas semanas de estocagem. O kefir tradicional obteve os menores
valores de viscosidade e maior susceptibilidade a sinérese, caracteristicas que
influenciam negativamente a aceitacdo de leites fermentados. O kefir tradicional

apresentou teor de etanol superior aquele estabelecido pela legislagao brasileira.

O kefir tradicional e kefir cultura iniciadora podem ser diferenciados apenas em
relacdo aos atributos de fluidez, granulosidade, sabor alcodlico e cremosidade. Os
provadores demonstraram avaliacdo negativa em relacdo as amostras de kefir tradicional

e kefir cultura iniciadora apds duas semanas de armazenamento.

As populagdes de bactérias acido lacticas e leveduras encontradas nos lotes de
kefir tradicional e kefir cultura iniciadora foram superiores as contagens minimas

estabelecidas pela legislagéo brasileira durante todo o armazenamento.

A fabricagdo de kefir por fermentacdo com cultura iniciadora seria o mais
indicado para a fabricagdo da bebida, uma vez que o emprego deste método resultou em
uma bebida com uma melhor padronizacdo quanto a suas caracteristicas e com
atributos sensoriais similares aos do kefir tradicional, além de apresentar maior tempo de
vida util.

O kefir cultura iniciadora apresentou-se bom para o consumo até as duas
primeiras semanas apos sua fabricagao, de acordo com os resultados das analises fisico-
quimicas, microbiolégica e sensorial, ao contrario do kefir tradicional. Este ultimo

apresentou teor alcodlico superior ao limite estabelecido desde sua fabricacéao.

O tratamento com os dois kefir ndo foi capaz de reduzir a taxa de mortalidade
dos animais em decorréncia da infecgao por Salmonella Typhimurium, portanto, nenhuma
das amostras de kefir foram capazes proteger contra o desafio patogénico. Apesar do
grupo tratado com kefir tradicional ter apresentado maior ganho de peso e melhor aspecto

histopatolégico do figado e célon em comparagdo aos demais grupos.
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APENDICES

APENI?ICE A - TABELAS COM OS RESULTADOS DAS ANALISES
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DAS AMOSTRAS DE

KEFIR

Tabela 12: Perfil do pH (*, **) em kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento a

4°C entre trés lotes diferentes.

pH
Amostra 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD 1 4530054 430+£000¢a 430+£000¢ea 430+£000¢ea 425+006¢ea 430+000¢ea
TRAD 2 450 +0004a 44000683 435+x005B b 438+005¢%0 430+£000¢ca 430+£000¢ca
TRAD 3 450+£0004a 435+£000¢a 440+ 000680 4353+005¢8n 430+£000¢c= 430+£000¢ca
Média 450+003» 435+005¢ 436+005¢ 435+005¢ 428+004¢ 430+000¢
* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 - os trés lotes de kefir tradicional analisados.
Tabela 13: Perfil do pH (*, **) em kefir cultura iniciadora durante 28 dias de
armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.
pH
Amostra 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
Ci1 440+£00085  430£00048a 420+£0008ca 410x000c0a  400+0000.a 40000003
Cl2 440+00082  A430+£014»8a  420+0008ca 410+x000c0a 400+0000.a 400 +0,00p.a
CI3 430+£0004a 41000080 408+0058s 400x0008ea 390+000¢ca 3,70£0000n
Média 437005~ 423+£012¢ 416+£007¢ 4070050 397£005¢ 390+£015-°

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 — os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.

Tabela 14: Perfil da acidez (*, **) em kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento a

4°C entre trés lotes diferentes.

Acidez (% de acido lactico)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD1 0,712002% 0,79£001% 080+t004% 088t001¢* 089£002¢ 0980020
TRAD2 078+002% 081+0014: 081+002432 082+0034s 084+0045 090+ 003cs
TRAD3 0720014 074+0014 076£0024> 079+002% 080+001%  0,80+002%¢
Média  074+004* 078+003* 079:003c 083:004° 084:005° 089:008¢

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minUsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 — os trés lotes de kefir tradicional analisados.
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Tabela 15: Perfil da acidez (*, **) em kefir cultura iniciadora durante 28 dias de
armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.

Acidez (% de acido lactico)
Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
Ci1 080+0024  091+001¢%a 103+002¢%a 117+002ea 121+0030a  123+001¢0a
Cl2 082+002»» 089+0018a 100+002ca 113+0010e 113+0010e 122+003ca
Cl3 085+002» 0920018 0983£007c¢e 100£001ce 108£0020: 120£003ea

Média  082:+003* 091+002%  100+£003°  110£007°  114%006¢  121+003¢

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 - os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.

Tabela 16: Perfil da viscosidade (*, **) em kefir tradicional durante 28 dias de
armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.

Viscosidade (centipoise — cP)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD1 402+008~s 454+009%a 309+006ea 375+0040a 321+x019¢%3 470+004¢a
TRAD2 555026+ 516x014ee  525+0128e 285+0017cer 31620030 249x002¢er
TRAD3 2343+003A= 373+0258c 349+0154 184+001% 170+x000¢t 343+006A¢

Média  431+096+ 447+063®  396+100c  281+082° 269+074:  354+084r

* Médias com letras maiusculas iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais ha mesma coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 — os trés lotes de kefir tradicional analisados.

Tabela 17: Perfil da viscosidade (*, **) em kefir cultura iniciadora durante 28 dias de
armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.

Viscosidade (centipoise — cP)
Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
CI1 616£014#» 10383 +x0258a G982+ 0118a  1522+029¢ca 1732£0270a 2228+ 1 70¢Ea
Cl2 697+006r 1027+0488a 1513+x067ce 1482+0650a 1740+0,168s 2156+049ra
Cl3 74408542 12460778 15083+£137% 1700£0620% 179102302 2256+ 110FE=

Média  6855+071% 1119+109: 1334%272¢ 1568+110° 1754+259° 2213+117¢

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 — os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.

Tabela 18: Perfil da sinérese (*, **) em kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento
a 4°C entre trés lotes diferentes.

Sinérese (% m/im)
Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia

TRAD1 616%140% 466+2,7208 431£1,76% 631%117%a 6543 73 e
TRAD2 470:2814 537+3128 583+3328s £90+278ce 705+ 178¢ce
TRAD3 692+0304c 716+06748c £83+000ACe T38+0858¢ 716+ 130A8D

Média  593+072% 590+1091% 5661103 686+483c  691+361c¢

682+003¢a
70,7+ 3,026
676+ 008 ¢

63,8+224¢

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 — os trés lotes de kefir tradicional analisados.
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Tabela 19: Perfil da sinérese (*, **) em kefir cultura iniciadora durante 28 dias de

armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.

Sinérese (% mim)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia

Cl1 35621814 331:150% 3381647 326+164~ 34623034 345211142
Cl2 555+181as  341+2535a  2323+237sa  354+009%a 2330+191B,a 360¢+135%a
CI3  462+402Ac 301+1428b 315+13083 328+18083 344+12783  334+107sa
Média  457+8096*  354+322s  325+103c 33621008 340+211s 346+ 152se

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 — os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.

Tabela 20: Perfil de etanol (*, **) em kefir tradicional durante 28 dias de armazenamento a
4°C entre trés lotes diferentes.

Etanol (% viv)

Lote

0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD 1 182000~ 18200642 2104883 23£0,34 82 27+£010¢8a 27+012¢8a
TRAD 2 1,720,085+~ 1,700~ 1920504 20£0154a 21+£044a8a 27+057¢8a
TRAD 3 19024+ 19+£0004= 2102243 23£0,21+8a 268+072¢8a 28+0350a
Média 18015~ 1, 72016~ 20£039as 22£0258= 25+£056¢e0 27+£0330
* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 - os trés lotes de kefir tradicional analisados.
Tabela 21: Perfil de etanol (*, **) em kefir cultura iniciadora durante 28 dias de
armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.
Etanol (% viv)
Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
Ci1 13200683 140013 14+005¢88a 1,5+0054ka 15+005a0a 16+010¢a
Cl2 14 +006ra 14+026na 14+005~a 1520083 1520063 160,103
CiI3 1400583 1520004 152005+ 152000+ 1620002 1,620,102
Média 132008~ 142016 142006~ 15+£008¢8e 150058« 16x011¢

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 - os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.
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Tabela 22: Evolugédo da populagdo de bactérias acido lacticas (*, **) em kefir tradicional e
kefir cultura iniciadora2 durante 28 dias de armazenamento a 4°C entre trés lotes

diferentes.
'Bactérias acido |acticas (Log UFCimL)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD1 910+002482 982+0089% 910+02648s §B3+(017¢a 823+0548s  §37+011682
TRAD2 9290082 §97£010% 9190024 J78x01146a 779+02786a 500x033¢s
TRAD3 920+0174 775+0558  739+0448 J07+0238Ca J02+00388a §74+057¢=

Média 919+012* 885+0086~ 856+08448 55604148 801+033° 837+045°

*Bactérias acido lacticas (Log UFCImL)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia

Cli1 834 +0144  933+00448a 9g25+01548a §{F2+(20F¢a 8,80+ 0454 974 +01682

cl2 909+007Aca 9040004 1006£0088> 1002+£00382 96102186 g52+017¢C2

Cl3 1007+0104% 9E5+025%82 Gg45+0658=r QT2+02048s J02+052802 1008+0,834
Média 937+056A8 934+03048 G959 +045A8 979+023~ 926+049° 9i7g+043~

* Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
** Médias com letras minUsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 - os trés lotes de kefir tradicional analisados.

Cl 1, Cl 2 e Cl 3 - os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.

Tabela 23: Evolugéo da populagdo de leveduras (¥, **) em kefir tradicional’ e kefir cultura
iniciadora? durante 28 dias de armazenamento a 4°C entre trés lotes diferentes.

'Leveduras (Log UFC/mL)

Lote 0 dia 2° dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
TRAD 1 646+ 0224 723+004%  619+069% 513 +018% 609+012% §26+0424s
TRAD2 624+005% 6390074 §22+0024% 522+0064 603+0114% B36+011As
TRAD3 631x068% 603x005% 584x£008% §29+£012#% 606+£0034  §95£007~s
Média 634+£011* 657+£053~ 608+£0236~ 621£013» 606+008~ §52+£037~»

L eveduras (Log UFCIimL)

Lote 0 dia 2° dia T° dia 14° dia 21° dia 28° dia

Cli1 579+0274  §33+x004% 582+(0324 597+010% 566+0544a 544 + 003 »s

cl2 543£0704 595009482 §58+003% 616017482 580+£014482a §32+0678a

Cl3 602+0174 G89+00182 B16+03148a 571+010%  552+0064 556+ 0784
Média 575+04148 G40+041° 622+036A8 5095+0224B8  586+028°% B510+083~8°

* Médias com letras maiusculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

** Médias com letras minUsculas iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
TRAD 1, TRAD 2 e TRAD 3 — os trés lotes de kefir tradicional analisados.
Cl 1, Cl 2 e Cl 3 - os trés lotes de kefir cultura iniciadora analisados.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DOS PROVADORES

Orientador: Profa Dra. Evelyn de Souza Oliveira Lopes (DEPARTAMENTO DE
ALIMENTOS/ FACULDADE DE FARMACIA/ UFMG)

Co-orientador: Prof Dr. Jacques Robert Nicoli (DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA/
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS/ UFMG)

Colaborador: Profa Dra. Lucia Helena Esteves dos Santos Laboissieére (DEPARTAMENTO
DE ALIMENTOS/ FACULDADE DE FARMACIA/ UFMG)

Alunas de Pés-graduacao: Raphaella Puccetti Carneiro/ Natalia Caldeira de Carvalho
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos/PPGCA/Faculdade de Farmacia/lUFMG)

O kefir € um leite fermentado de sabor acido suave, efervescente e de baixo teor
alcodlico. O objetivo deste trabalho é avaliar as alteragbes dos atributos sensoriais de
duas amostras de kefir produzidas por diferentes métodos e tipos de indéculos durante o
periodo de armazenamento sob refrigeracdo. Vocé sera solicitado a responder a um
questionario e uma ficha a cada sessdo e a avaliar amostras de kefir em 5 (cinco)
sessoes de teste sensorial.

Podem participar pessoas que tenham habito de consumir kefir e/ou iogurte
natural e/ou leites fermentados, que nao apresentem nenhuma restricdo a ingestao de
agucares, ja que o kefir sera adicionado de sacarose, interesse, disponibilidade de tempo
e conhecimentos basicos de analise sensorial.

Todos os dados fornecidos sao considerados confidenciais, sendo totalmente
garantidos o sigilo das informacdes e a sua privacidade.

A sua participag¢ao no projeto tem carater voluntario e nao lhe trara nenhum
tipo de 6nus ou remuneragao.

Desde ja agradecemos sua colaboragéo.

Assinatura dos responsaveis:
1. Profa. Evelyn de Souza Oliveira Lopes  Fones: (31) 3409-6914
2. Prof. Jacques Robert Nicoli  Fones: (31) 3409-2737

3. Profa.Lucia Helena Esteves dos Santos Laboissiére Fones: (31) 3409-6908 ou
(31) 3409-6923

4. Raphaella Puccetti Carneiro  Fones: (31) 3409-6925 ou (31) 3409-6931
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5. Natédlia Caldeira de Carvalho  Fones: (31) 3409-6925 ou (31) 3409-6931

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG): Avenida Antdnio Carlos, 6627
Unidade Administrativa Il 2° andar sala 2005, Campus Pampulha — CEP: 31270-901 Belo
Horizonte, MG - Brasil

Telefax: (31) 3499-4592 E-mail: coep@prpqg.ufmg.br

Compreendi e concordo com as informagdes que me foram transmitidas e, portanto,

aceito participar como voluntario neste projeto de pesquisa.

Belo Horizonte, de de

Nome:

Assinatura:

Telefone de contato:

E-mail:
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APENDICE C - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

Estudo sobre Kefir

Caso tenha concordado em participar deste projeto, por favor, complete o questionario com todas

as informacgodes solicitadas, as quais serdao mantidas confidenciais. Desde ja agradecemos

sua colaboragao.

Nome:

Telefone: E-mail:

1. Género [] masculino

2. ldade 0 15-25 0 26-35 0 36-45

3. Escolaridade

0 Ensino Fundamental incompleto
0 Ensino Fundamental completo
0 Ensino Médio incompleto

0 Ensino Médio completo

4. Profissao:

5. Renda familiar mensal

0 01 a 05 salarios minimos

0 > 05 a 10 salarios minimos

0 feminino

[0 46-55 [0 56-65 [] acima de 66 anos

[] Superior incompleto
[0 Superior completo
[l Pdés-graduacéo: Especializacao

[0 Poés-graduacgao: Mestrado/Doutorado

[0 > 10 a 20 salarios minimos
0 > 20 a 30 salarios minimos

[] > 30 salarios minimos

6. Vocé tem alguma restricdo de saude que impossibilite ou torne nao recomendado o consumo de

produtos adogados com sacarose (agucar comercial)?

1.7 Sim Qual (is)?

2.[]1Néo

7. Com qual freqiiéncia vocé consome leites fermentados (iogurte, bebida lactea e outros)?
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[] diariamente 0 freqlientemente [0 eventualmente [J raramente [0 nunca

8. Como vocé costuma consumir leites fermentados? (Obs: vocé pode marcar mais de uma op¢ao)

[1 Natural [] Adicionado [] Adicionado de [] Adicionado de [] Adicionado de [] Outros:

de agucar frutas mel cereais

9. Vocé ja tinha ouvido falar sobre kefir?

[ sim [ ndo

10. Alguma vez vocé ja tinha experimentado kefir?

[]sim [] ndo Quando?

11. Vocé tem o habito de consumir kefir? (se a reposta é sim, responda também a préxima questao)

[ sim ] ndo

12. Como vocé costuma consumir kefir? (Obs: vocé pode marcar mais de uma opgao)

[1 Natural [] Adicionado [] Adicionado de [] Adicionado de [] Adicionado de []Outros:

de agucar frutas mel cereais

13. Qual a sua disponibilidade de horario para participar?

segunda-feira terca-feira quarta-feira quinta-feira sexta-feira
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APENDICE D -

FICHA DE AVALIAGAO UTILIZADA NA ANALISE

DESCRITIVA QUANTITATIVA (ADQ) DO KEFIR

Nome:

Analise Descritiva Quantitativa — Kefir

Sessao:

Provador:
Data:
Amostra:

Vocé esta recebendo uma amostra de kefir. Por favor, observe a amostra, cheire-a e

coloque-a na boca, avaliando cada atributo de aparéncia, odor, sabor e textura nesta

sequéncia. Em seguida,

cada atributo avaliado.

APARENCIA

Fluidez

marque na escala correspondente a intensidade percebida para

Pouca

Granulosidade

Muita

Ausente

Presencga de espuma

Muita
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Ausente Muita
ODOR
Odor caracteristico de leite fermentado
Fraco Forte
SABOR
Gosto acido
Fraco Forte
Sabor caracteristico de leite fermentado
Fraco Forte
Sabor alcodlico
Ausente Forte

Off-flavor
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TEXTURA

Cremosidade

SENSAGOES TATEIS ORAIS

Efervescéncia

Ausente Forte
a a

Ausente Muita
a a

Fraca Forte

Comentarios:
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APENDICE E - ATRIBUTOS, DEFIRNIGOES E AMOSTRAS
REFERENCIAS UTILIZADAS NA ADQ MODIFICADA DAS
AMOSTRAS DE KEFIR

Atributos Definigoes Amostras referéncias
APARENCIA
1. Fluidez Resisténcia que um liquido oferece  Pouca — coalhada integral.

2. Granulosidade

3. Presenca de
espuma

ODOR

4. Odor caracteristico
de leite fermentado

SABOR
5. Gosto acido

6. Sabor
caracteristico de leite
fermentado

7. Sabor alcodlico
8. Off-flavor
TEXTURA

9. Cremosidade

SENSACAO TATEIS
BUCAIS

10. Efervescéncia

ao escoamento.

Presenca de granulos ou pequena
particulas ou graos.

Formacgéao de pequenas bolhas de
ar na superficie de um liquido
quando este é agitado ou
movimentado.

Sensacéo olfatdria caracteristica
resultante da fermentagéo do leite
por micro-organismos especificos.

Gosto estimulado pela presenca de
acidos organicos formados durante
a fermentagéo do leite por micro-
organismos especificos.

Sabor caracteristico proveniente da
fermentacgao lactica do leite por
micro-organismos especificos.

Sabor resultante da presencga de
etanol proveniente da fermentacao
alcodlica.

Sabor estranho ou atipico associado
a deterioracao.

Percepcéao de textura macia ou
aveludada na cavidade bucal (ndo
gordurosa).

Sensagao de formigamento na
lingua resultante do desprendimento
de bolhas de gas carbdnico.

Muita — leite UHT desnatado.

Ausente — leite UHT integral.
Muita - leite UHT integral adicionado de 1,5%
de &cido lactico.

Ausente — leite UHT integral.
Muita — leite UHT integral batido com mixer
durante dois minutos.

Fraco — leite diluido em agua destilada (1:10).
Forte — iogurte natural integral.

Fraco — leite UHT integral adicionado de 0,5%
de acido lactico.

Forte — leite UHT integral adicionado de 1,5%
de acido latico.

Fraco — iogurte natural integral adicionado
0,4% de esséncia de baunilha.
Forte — leite acidofilo.

Ausente — leite UHT integral.
Forte — leite UHT integral adicionado de 2,0%
de etanol.

Ausente — leite UHT integral.
Forte — kefir cultura iniciadora “passado”.

Ausente — leite UHT desnatado.
Muita — requeijdo de copo.

Fraca — leite UHT integral adicionado de agua
mineral gasosa (1:1).

Forte — kefir tradicional entre 0 e 2 dias de
armazenamento.

133



APENDICE F - COMENTARIOS REALIZADOS PELOS PROVADORES
DURANTE A ANALISE SENSORIAL DAS AMOSTRAS DE KEFIR
EM DIFERENTES TEMPOS DE ARMAZENAMENTO.

Kefir tradicional Comentarios dos provadores

14 dias O off-flavor estd mascarando o sabor acido e sabor caracteristico de LF.
Amostra muito ruim.
Sabor muito desagradavel.
Excesso de granulosidade dificulta a percepgao, sensagao de algo talhado.

21 dias O off-flavor esta mascarando os outros atributos.
O off-flavor esta muito forte, intenso. Nao consumiria este produto.
Amostra com sabor muito desagradavel.
Off-flavor acentuado.
Amostra chegou ao fim da sua vida-de-prateleira.
Amostra muito ruim.
O excesso de granulosidade incomoda.

28 dias O off-flavor esta mascarando o odor e sabor caracteristico de LF.
Presenca de forte sabor amargo.
O off-flavor esta muito forte, dificultando a avaliacao dos demais atributos.
Aparéncia esta boa, mas o sabor esta muito desagradavel.
Excesso de granulos.

Kefir Simultaneo Comentarios dos provadores
14 dias O off-flavor estda mascarando o sabor caracteristico de LF.
21 dias O off-flavor esta mascarando os outros atributos de sabor.

Amostra menos desagradavel que a outra.

Amostra com sabor muito desagradavel.

Amostra muito ruim, deixa um sabor amargo residual.
Amostra insuportavel.

Sabor acido e off-flavor muito intensos.

28 dias O off-flavor esta mascarando o sabor caracteristico de LF.
Presenga de sabor amargo.
Amostra com sabor muito desagradavel.
Aparéncia melhor que da outra amostra, mas o sabor esta mais desagradavel.
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