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RESUMO: A melhoria na qualidade de vida tem sido uma das necessidades da sociedade nos Gltimos anos,
refletindo principalmente na alimentagdo, com a insercdo de alimentos funcionais, ressaltando-se os probiéticos. A
cultura de Kefir € um exemplo de probiético natural, composto pela simbiose de microrganismos que pode ser
consumida com adicédo de frutas como o acai. O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas microbioldgicas
da polpa de acai utilizada no cultivo do Kefir, bem como analise de pH, Sélidos Sollveis Totais (SST) e
crescimento microbiano no fermentado obtido em culturas de 24, 48, 72 e 96 horas. Foram analisadas 5 diferentes
concentragdes de polpa de acai, 0% (controle), 25%, 50%, 75% e 100%. Os resultados da analise microbioldgica
mostraram que a polpa de acai estava apta para ser utilizada, os valores de pH e °Brix se mantiveram constantes
durante o periodo avaliado, semelhante ao encontrado na literatura. A contagem de microrganismos em cdmara de
Neubauer permitiu a visualizacdo de maior nimero de bactérias quando comparada com as Leveduras e fungos
filamentosos. Em 24 horas, 0 maior crescimento microbiano foi observado na amostra 3 contendo 50% de polpa de
acai; em 96 horas todas as amostras tiveram grande crescimento, com destaque para a que continha 25% de polpa de
acai. Dessa forma a adicdo de polpa de acai favoreceu o crescimento da col6nia de Kefir, sendo um potencial, a
partir de mais pesquisas, para a fabricacdo industrial de um novo produto de valor agregado, saudavel, natural e
regional.
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INTRODUCAO quantidades adequadas, conferem beneficios a

_ _ _ salide, além de reduzir a microbiota patogénica
A melhoria na qualidade de vida tem oy oportunista.

sido uma das necessidades da sociedade nos A origem da fermentacdo é antiga,
altimos anos, refletindo principalmente na modula-se como um dos métodos de
alimentacdo, onde se observa uma busca maior  conservagdo de alimentos, que além de
por alimentos funcionais que contm  proporcionar uma maior durabilidade, também
componentes ativos capazes de reduzir o risco  auxilia no aumento do seu valor nutricional
de doencas, incluindo o cancer, associando 0 (MILLS et al., 2011; MARSH et al., 2014).
estado nutricional a manutencdo da salde Devido a variacdes climaticas e condicdes
(CLYDESDALE, 2005). O termo “funcional”  ambientais de diferentes partes do mundo,
significa que o alimento tem alguma estirpes especificas de  microrganismos
particularidade que ira contribuir de maneira tornaram-se dominantes nesses produtos
positiva, em beneficio da saude, fortalecendo 0 gerando como consequéncia, tipos especificos
sistema imunoldgico e a defesa quanto aos de fermentagdes que evoluiram e tornaram-se

agentes patologicos (CRUZ et al., 2007). Em  caracteristicas de cada regido (TAMIME,
funcdo disso, as industrias tém cada vez mais  2006; PRAJAPATI; NAIR, 2008).

investido em desenvolver de forma inovadora Dentre os microrganismos utilizados

e sustentavel novos produtos funcionais para na producdo de bebidas fermentadas
serem apresentados ao consumidor (FARVIN  probiéticas, esta a cultura de Kefir, probiético
etal., 2010). natural, composto pela simbiose de

Entre os alimentos funcionais, microrganismos (bactérias acido-laticas, acido-
ressaltam-se os probidticos. Estes tém efeitos  acética e leveduras), envoltas por uma matriz
positivos sobre a composicdo da microbiota de polissacarideo, chamada kefirano presente
intestinal e saude geral. Como afirma Dolinsky  nos grdos (DINIZ et al.,2003; GRONNEVIK
(2009), sdao microrganismos vivos, produtores et al., 2011). Kefir é o nome dado ao

de  metabolitos  secundarios que em fermentado produzido a partir de gréos
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proprios, contendo uma grande variedade de
microrganismos. Também nomeado como
quefir, tibicos, cogumelos tibetanos, plantas de
iogurte, cogumelos do iogurte, kephir, kiaphur,
kefer, knapon, kepi e kippi, de acordo com a
regidao onde € cultivado (KEMP, 1984).

O produto fermentado do Kefir é
acido, levemente alcoolico, produzido
artesanalmente a partir de grdos e contém uma
populagéo relativamente estavel de
microrganismos (ABRAHAM; ANTONI,
1999). Diante disso, 0 processo fermentativo
gera uma série de compostos que conferem
sabor e aroma caracteristicos ao Kefir, alem de
substancias  bioativas, responsaveis por
propriedades nutracéuticas (AHMED et al.,
2013). Em wuma andlise comparativa ao
iogurte, o Kefir além de possuir uma escala
maior e mais diversificada de microrganismos
vidveis em sua cultura inicial, também
apresenta um nivel de atividade da B-
galactosidase 60% mais elevado, contribuindo
para um aumento significativo da digestdo da
lactose do leite (HERTZLER; CLANCY,
2003).  Diversos beneficios dessa bebida
natural tém sido descritos pela literatura, desde
a nutricdo humana normal e a dietoterapia, até
mesmo O seu emprego com resultados
significativos na oncologia comparada (DINI1Z
et al., 2003).

No Brasil, de acordo com a Instrucéo
Normativa n°® 46 de 2007 do Ministério da
Agricultura, Pecuédria e Abastecimento
(MAPA — BRASIL, 2007), Kefir é o produto
da fermentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado obtido com cultivos acido-lacticos
elaborados com gréos de Kefir, Lactobacillus
kefiri, espécies dos géneros Leuconostoc, e a
principal forma de consumo consiste na
doacdo dos graos de Kefir entre conhecidos e
atraves de grupos em redes sociais, onde
acontecem também troca de informacdes sobre
o cultivo e receitas. As caracteristicas do Kefir
tém sido bem descritas na literatura, mas suas
variacdes durante o tempo e as condigdes de

estocagem tém sido pouco estudadas
(GARROTE et. al., 2001).
Dessa forma, o estudo das

caracteristicas
microbioldgicas e

fisico-quimicas,
sensoriais ocasionadas

durante o periodo de estocagem dos alimentos
possibilita estimar a sua vida atil, sendo um
fato de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novos produtos, para as
industrias de alimentos, orgaos
governamentais e a seguranca  dos
consumidores (SANGALETT]I, 2007).

No Para, um dos alimentos mais
consumidos pela populacéo, é o Acai (Euterpe
oleracea), planta Brasileira nativa da
Amazonia, com crescente comercializacdo e
consumo. Varias pesquisas apontam o acai
como um alimento nutricional, funcional e
antioxidante, além de atuar na flora intestinal
por ser rico em fibras, auxiliando diretamente
no funcionamento do intestino (PINTO, 2014).
O fruto também possui uma boa fonte de
carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas
(PORTINHO, ZIMMERMANN; BRUCK,
2012).

Considerando tais aspectos, buscou-
se adicionar a cultura de Kefir de Leite em
diferentes concentracBes na polpa de Acali,
fruto regional e cultural do Pard que contém
alto valor nutricional como uma alternativa
para agregar valor nutricional a bebida devido
as suas propriedades funcionais, naturais e
com efeitos benéficos a salde. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar as
caracteristicas microbioldgicas dos substratos,
bem como andlise de pH, Solidos Sollveis
Totais (SST) e da viabilidade e crescimento
microbiano do fermentado obtido em culturas
de 24, 48, 72 e 96 horas.

MATERIAL E METODO

A metodologia foi dividida nas
seguintes etapas: (1) Obtencdo, pesagem e
ativacdo dos grdos de Kefir; (2) Aquisicdo e
Analise microbioldgica da polpa de acai; (3)
Preparo das culturas de Kefir de Leite com
adicéo de diferentes concentragdes de polpa de
Acai; (4) Determinacdo do pH; (5) Analise de
Solidos Solaveis Totais; e (6) Analise de
crescimento microbiano.

As concentracdes de polpa de Acai
utilizada foram 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, e
0 periodo de analise foi de 24, 48, 72 e 96
horas.
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A pesquisa foi realizada no
laboratério de Microbiologia Clinica de
Controle de Qualidade da Faculdade
Cosmopolita. Os resultados foram avaliados de
acordo com a legislacdo vigente para leite e
polpa de agai (BRASIL, 2012). Os resultados
da contagem de microrganismos, foram
avaliados estatisticamente através de analise
de variancia (ANOVA) de duas vias (nimero
de microrganismos vs. tempo) seguido de teste
Bonferroni.

OBTENQAO, PESAGEM E ATIVACAO
DOS GRAOS DE KEFIR

Para a realizacdo do trabalho foram
utilizadas populacbes de grdos de Kefir de
Leite artesanal provindas de manipulagoes
familiares; as colbnias foram ativadas
utilizando-se 2 gramas de grdos em 200 mL de
leite.

AQUISICAO E ANALISE
MICROBIOLOGICA DOS SUBSTRATOS

Os substratos s&o 0s componentes
utilizados para o crescimento da cultura, ou
seja, leite UHT integral embalagem de 1L e
polpa de acai em embalagem selada de 1L,
adquiridos em estabelecimentos comerciais.
Para a avaliacdo da qualidade, utilizou-se
aliquotas de 25 mL de cada substrato para
Anélise Microbioldgica através da Técnica de

Tubos Multiplos, com diluicBes seriadas de 10
1102 e 10° (SILVA et al., 2017). Os
resultados obtidos foram avaliados de acordo
com o estabelecido pela Legislacéo vigente.

Os testes foram realizados em triplicata
com incubacdo a 35°C por 24-48 horas, e
resultados expressos em Numero Mais
Provavel (NMP/g). A confirmacdo para
Coliformes Totais foi realizada em caldo
Lactose Bile Verde Brilhante (VB) a 35°C por
24-48 horas e Coliformes Fecais em caldo
Escherichia coli (EC) a 45,5°C por 24 horas, e
em meios soOlidos Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) e Agar Salmonella, sendo
incubadas a 45°C por 24-48 horas.

A contagem de Bolores e Leveduras
realizada em placas de meio Agar Batata
Dextrose (BDA) a 25°C por 5 dias, sendo os
resultados expressos em Unidades Formadoras
de Colénias (UFC g-1).

PREPARO DAS CULTURAS DE KEFIR
DE LEITE COM ADIGAO DE POLPA DE
ACAI

Os grdos de Kefir de leite foram
reativados utilizando substrato e condicdes de
acordo com o protocolo de experimento. Apds
24 horas os gréos foram pesados e as amostras
preparadas em triplicata, utilizando 2 gramas
de gréos por amostras adicionadas ao leite e
diferentes concentracdes de acai (Tabela 1).

Tabela 1. Descricao das amostras de Kefir de leite em diferentes concentracdes de Acgai.

AMOSTRA CONCENTRACAO DESCRICAO
DE ACAI
1 0% 200 mL de Leite + 2 gramas de Kefir (Controle)
2 25% 150 mL de Leite + 50 mL de Agai+ 2 gramas de Kefir
3 50% 100 mL de Leite + 100 mL de Acai+ 2 gramas de Kefir
4 75% 50 mL de Leite + 150 mL de Agai+ 2 gramas de Kefir
5 100% 200 mL de Acai + 2 gramas de Kefir

Fonte: Préprio autor.

A incubacdo foi realizada em
Erlenmeyer de 250 mL esterilizados e
identificados, a 25°C + 2°C em meio aerdbio,
na auséncia de luz no periodo de 24, 48 e 72
horas, com adaptacbes da literatura

(SIMOVA et al., 2002; WESCHENFELDER
et al.,, 2011), seguindo as boas praticas e
ambiente asséptico.

A cada 24 horas as culturas foram
coadas e pesadas, sendo retiradas do liquido
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fermentado obtido aliquotas para a avaliacdo
de pH, SST e crescimento microbiano através
da contagem em camara de Neubauer.

DETERMINACAO
AMOSTRAS

DO pH DAS

Foram retirados 10 ml do liquido
fermentado de cada amostra para a
determinacdo do pH em potenciometro de
bancada (KASVI — K390014P), de acordo
com a Instrucdo Normativa n°® 68 de 12 de
dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

ANALISE DE SOLIDOS SOLUVEIS
TOTAIS

indices mensurados com o uso de
refratdmetro portatil (Instrutherm RTB-300),
utilizando 0,1 ml de liquido fermentado de
cada amostra. Os resultados de Solidos
SolGveis Totais (SST) foram expressos em
°BRIX e avaliados de acordo com a
legislacdo vigente (BRASIL, 2006).

ANALISE
MICROBIANO

DE CRESCIMENTO

Foram realizadas dilui¢Ges de 1:4 a
partir de cada uma das amostras com a
adicdo do corante lugol e observagdo em
microscopio optico com uso de Cémara de
Neubauer. Para avaliar o crescimento foi
observada a motilidade e a contagem de
microrganismos em 5 campos com resultados
expressos em particulas por pL a partir da
férmula padrao.

Particulas por pL= Particulas contadas/
Super. Cont. (mm?) x profundidade camara
(mm) x diluicdo

RESULTADOS

A andlise microbioldgica leite UHT
e polpa de acai foi realizada para avaliar a
presenca de  coliformes  totais e
termotolerantes presentes antes da cultura
utilizando grdos de Kefir, estando o0s
resultados  descritos na  tabela 2.

Tabela 2. Anélise Microbioldgica com pesquisa de Coliformes Totais e Fecais, Bolores e
Leveduras em substratos utilizados para a cultura de Kefir,

< SUBSTRATO
ANALISE LEITE UHT POLPA DE ACAI
Coliformes Totais (NMP/g) <0,3 3,6

Padréo * *
Coliformes Fecais (NMP/g) Ausente Ausente
Padréo 4** 102"
Salmonela sp. Ausente Ausente
Padréo Ausente Ausente
Bolores (UFC/mL) Ausente Ausente
Leveduras (UFC/mL) Ausente Ausente
Padréo 47 57

Fonte: Proprio autor.

*N&o existe padrdo na legislacdo Brasileira para Coliformes Totais.
** Padrdo microbiologico requerido pela RDC n° 12 de 02/01/2001 da Anvisa.

***|nstrucdo Normativa n° 01 de 07/01/2000 do MAPA.

Para auxiliar a avaliagéo da adicédo
de polpa de Acai a cultura de Kefir de leite,
foram avaliados os padrfes fisico-quimicos
pH e teor de Solidos SolGveis Totais

expresso em °BRIX, durante o periodo de
incubacdo em todas as amostras (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo de pH e teor de Solidos Soluveis Totais (SST) em amostras de Kefir
de leite em diferentes concentracdes de polpa de acai (0%, 25%, 50%, 75% e 100%) no

periodo de 24 a 96 horas.

AMOSTRA 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
pH °Brix pH °Brix pH °Brix pH °Brix

1 6,0 1,5 4,0 1,3 4,0 1,2 4,0 1,0

2 5,0 0,8 4,0 1,3 4,0 1,2 4,0 1,0

3 5,0 0,8 4,0 11 4,0 1,0 4,0 1,0

4 5,0 0,8 4,0 1,1 4,0 1,0 4,0 1,0

5 5,0 1,0 4,0 2,0 4,0 1,0 4,0 1,0

Fonte: Proprio autor.

Nota: pH — Potencial Hidrogenidnico; °Brix — Unidade de leitura de teor de Sélidos Soluveis Totais.

Apbds a incubacdo, as amostras
foram avaliadas em periodo de 24 a 96 horas
para verificacdo em camara de Neubauer de
motilidade e contagem de microrganismos

presentes com resultados expressos em pL
(Tabela 4).

Tabela 4. Contagem de microrganismos em amostras de Kefir de leite em diferentes

concentracdes de polpa de acai (0%, 25%, 50%, 75% e 100%0) periodo de 24 a 96 horas.

Amostra 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
1 1,1 x102uL Aa 1,3x102uL Aa  1,4x102puL Aa  3,7x102uL Db
2 1,7 x 102 pL Aa 1,4x102pL Aa 14x102pL Aa 8,7 x102puL Ab
3 2,4 x 102 uL Ab 1,1x102uLAb  2,0x102pL Aa  5,8x102uL Bc
4 1,5x 102 uL Aa 1,3x102uL Aa 16x102pLAa  1,7x102pL Ea
5 1,4 x102 L Aa 51x102uLBb  4,1x102uLBb  4,7x102uL Cb

Fonte: Préprio autor.

Nota: Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente, de acordo com teste de Bonferroni (5%),
leitura em colunas com letras maitsculas e em linha com letras minusculas.

DISCUSSAO

As analises microbioldgicas
realizadas a partir de aliquotas dos substratos
Leite UHT e polpa de Acai auxiliaram na
avaliacdo quanto a presenca de bactérias do
grupo coliformes, assim como de fungos
como Bolores e, principalmente Leveduras,
tendo em vista que outros estudos
demonstram que 0s microrganismos deste
grupo como Escherichia coli podem diminuir
ou mesmo inibir o crescimento dos gréos de

Kefir (SCHNEEDORF; ANFITEATRO,
2004; RIBEIRO, 2015). Os resultados
obtidos demonstraram a auséncia de

crescimento significativo de microrganismos
em Leite UHT e crescimento reduzido de
coliformes totais em polpa de Acai com
auséncia de crescimento dos demais

microrganismos pesquisados, de acordo com
a legislacdo vigente, indicando assim a
viabilidade para a realizagdo da cultura de
Kefir.

Os valores de pH demonstraram
acidez e foram semelhantes em todas as
amostras, diminuindo apds as primeiras 24
horas e se mantiveram estdveis durante o
restante do periodo, 0 que pode ser explicado
pelo alto teor de proteinas nas formulacoes
que possivelmente atuaram como tampao,
essa caracteristica foi descrita por outros
autores (TEMIZ; KEZER, 2015; FIORDA et
al., 2016; KAZAKOS et al., 2016). O pH ¢
um fator que influéncia a qualidade final de
um fermentado, pois atua sobre a sua
estabilidade e é um item avaliado pela
legislagdo vigente (BRASIL, 2007).

Os resultados de teores de Solidos
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Solaveis Totais (°Brix) foram baixos e
permaneceram constantes durante o periodo
avaliado, sendo um fator importante a ser
observado por variar de acordo com o
processo de fermentacdo de cada substrato de
cultivo, quantidade de levedura e temperatura
de incubacio (BRANDAO, 2013). A
observacdo das amostras em camara de
Neubauer permitiu verificar a presenca de
nuUmMerosos  microrganismos,  resultados
semelhantes  foram  encontrados  por
Fernandes et al. (2017).

Todas as amostras tiveram maior
crescimento em 96 horas, com destaque para
a amostra 5 (100% polpa de acai) e em 24
horas a amostra 3 (50% de polpa de acai)

apresentou maior valor na contagem.
Diversos estudos (WENDLING;
WESCHENFELDER, 2013; RIBEIRO,

2015; NOGUEIRA et al., 2016; ALVES et
al., 2019) indicam que a producéo artesanal
de Kefir pode apresentar variacbes quanto
aos resultados, sendo influenciados por
diversos fatores como temperatura, umidade,
manuseio dos gréos e da cultura, tempo da
coldnia, substrato utilizado, entre outros.

A adicdo de polpa de acai se
mostrou promissora, pois favoreceu o
crescimento dos microrganismos, além de ser
rico em fibras, ajudando no transito intestinal
e na promocdo da salde, uma vez que as
fibras sollveis podem ajudar a reduzir o
colesterol sanguineo e as fibras insoltveis
podem ajudar a reduzir o risco de
desenvolvimento de certos tipos de cancer
(OLIVEIRA, COSTA; ROCHA, 2015), além
de ser um alimento muito apreciado pela
populacdo ndo sO na regido norte como em
todo o Brasil.

A textura e consisténcia da bebida
fermentada obtida apresentou  aspecto
semelhante em todas as amostras e
compativeis com o tempo de fermentacédo
avaliado, de 24 a 96 horas; autores
relacionam estes fatores a quantidade
compativel de microrganismo na cultura
(NICOLI; VIEIRA, 2003; NOGUEIRA et
al., 2016; FERNANDES et al., 2017). A

recomendagdo, atualmente, segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ¢é baseada na porcdo diaria de
microrganismos viaveis que devem ser
ingeridos, sendo o minimo de 107 /dia
(BRASIL, 2007). Pois para exercer suas
propriedades funcionais, 0s probiéticos
necessitam chegar aos sitios ativos em uma
forma vidvel e ativa e em nivel
suficientemente elevado (VASILJIEVIC &
SHAH, 2008).

A bebida fermentada produzida neste
trabalho, além das caracteristicas ja citadas
apresentou cor, aspecto e odor que
representam um potencial para mais
pesquisas e até mesmo para a producdo
industrial, colocando no mercado um produto
natural, saudavel, de alto valor nutricional e
valor agregado com a adicdo de polpa de
acai.

CONSIDERACOES FINAIS

A cultura de Kefir de leite com
diferentes concentracfes de polpa de acai se
mostrou vidvel quanto a manutencéo,
motilidade e crescimento das col6nias nos
diferentes periodos avaliados, porém devido
a conservagdo recomenda-se 0 consumo em
24 horas devido as condicdes de incubacéo
em temperatura ambiente de forma artesanal.

Os maiores  crescimentos de
microrganismos foram  observados na
amostra com 100% de acai em 48 horas e
amostra com 50% e 25% de acai em 96
horas.

Os resultados indicam a viabilidade
da bebida fermentada quanto ao crescimento
dos microrganismos para producdo artesanal
e mesmo industrial em leite e em polpas de
acai concentrado e em  diferentes
concentragoes.

Os teores de °Brix e pH estavam de
acordo com o descrito em outros estudos e a
anadlise  microbiol6gica  demonstrou a
qualidade do substrato utilizado quanto a
presenca de microrganismos.

O presente estudo se revelou como
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um potencial de desenvolvimento de um
novo produto, com necessidade de Ellen Caroline Dos Santos Nascimento:
continuidade das pesquisas. Realizou a aquisicdo da polpa de acai e
avaliou a sua qualidade microbiologica.
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ANALYSIS OF KEFIR GROWTH IN ACAI PULP

ABSTRACT: Improvement in the quality of life has been one of the needs of society in recent years, reflecting
mainly on food, with the insertion of functional foods, with emphasis on probiotics. Kefir culture is an example
of a natural probiotic, composed by the symbiosis of microorganisms that can be consumed with the addition of
fruits such as acai. The objective of this work was to evaluate the microbiological characteristics of the acai pulp
used in the cultivation of kefir, as well as pH analysis, Total Soluble Solids (TSS) and microbial growth in the
fermented obtained in cultures of 24, 48, 72 and 96 hours. Five different concentrations of acai pulp were
analyzed, 0% (control), 25%, 50%, 75% and 100%. The results of the microbiological analysis showed that the
acai pulp was able to be used, the pH and °Brix values remained constant during the evaluated period, similar to
that found in the literature. The counting of microorganisms in a Neubauer chamber allowed the visualization of
a greater number of bacteria when compared to yeasts and filamentous fungi. In 24 hours, the greatest microbial
growth was observed in sample 3 containing 50% of agai pulp; in 96 hours, all samples had great growth, with
emphasis on the one that contained 25% of agai pulp. Thus, the addition of acai pulp favored the growth of the
Kefir colony, being a potential, from further research, for the industrial manufacture of a new product of added
value, healthy, natural and regional.

KEYWORDS: Acai. Fermented drink. Microbial growth. Probiotic. Kefir.
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