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AVALIACAO MICROBIOLOGICA, FISICO-QUIMICA

E ACEITACAO SENSORIAL DO KEFIR
COM POLPA DE GRAVIOLA

Microbiological, physicochemical evaluation
and sensory acceptance of kefir with graviola pulp

Luciana Silva Rocha Contim™, Ila Maria Aguiar Oliveira’®, José Cardoso Neto®

RESUMO

Kefir ¢ um produto obtido através da fermentacdo do leite com os grios de

kefir e de culturas preparadas a partir dos graos. Tendo em vista suas proprieda-
des funcionais e buscando o aproveitamento de frutos da regido amazonica, foi
produzida uma bebida de kefir com graviola. Foram avaliadas as caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas da bebida durante a estocagem refrigerada, bem
como sua aceitabilidade. Os principais grupos de microrganismos presentes no
kefir sdo bactérias lacticas como Lactobacillus, Lactococcus, leveduras, bactérias
acéticas, que foram quantificadas através de contagem seletiva em meios de cultura
especificos. Verificaram-se contagens similares para todos os grupos de bactérias,
em torno de 10° UFC/mL com redugdo de dois ciclos logaritmos ao final de 28
dias de estocagem. A adicao da polpa de fruta e agucar ao kefir ndo influenciou o
comportamento da microbiota analisada. Bactérias laticas foram isoladas dos graos
de kefir. Os nove isolados foram caracterizados como Lactococcus lactis subp. lactis.
Os valores de pH nao variaram significativamente durante 21 dias, somente no 28°
dia de estocagem refrigerada, mas a acidez aumentou progressivamente durante
todo periodo. A analise sensorial do kefir com polpa de graviola apresentou uma
elevada aceitabilidade.

*

Palavras-chave: alimentos funcionais; leite fermentado; bactérias laticas.

Universidade Federal de Jatai, Unidade Académica Especial de Ciéncias Bologicas, Cidade Universi-
taria José Cruciano de Araujo, Rod BR 364 km 192, Setor Parque Industrial n® 3800, 75801-615,
Jatai, GO, Brasil. E-mail: lucianacontim@ufg.br

Universidade Federal do Amazonas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Manaus, AM, Brasil.
Universidade Federal do Amazonas, Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Estatistica, Manaus,
AM, Brasil

Autor para correspondéncia.

Recebido / Received: 25/08/2017
Aprovado / Approved: 02/05/2018

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 73, n. 1, p. 1-9, jan/mar, 2018



CONTIM, L. S. R. etal.

ABSTRACT

Kefir is a product obtained by fermentation of milk with kefir grains and
cultures prepared from the grains. Considering the functional qualities of kefir and
seeking the use of fruits from the Amazon region, a kefir beverage was produced
with graviola pulp and its microbiological and physicochemical characteristics were
evaluated during the storage period under refrigeration, as well as its acceptability.
The main groups of microorganisms presented in kefir were Lactobacillus,
Lactococcus, yeast and acetic bacteria quantified in specific broths. The total
number of microorganisms was similar for all groups, around 10°cfu/g. At the end
of 28 days of storage it was reduced to 107cfu/g. It was verified that the addition
of graviola pulp and sugar to the natural kefir did not influence the behavior of its
microbiota. Nine lactic acid bacteria were isolated from the kefir grains and were
characterized as Lactococcus lactis subps. lactis. The pH value did not change
significantly during 21 days of storage. The pH statistically increased — only on
the 28™ day of storage under refrigeration. The acidity (% of lactic acid) increased
gradually during the storage period. The sensory analysis of kefir with graviola
pulp showed an excellent acceptability.

Keywords: functional foods; fermented milk; lactic acid bacteria.

INTRODUCAO

A fermentacdo ¢ um dos métodos mais
antigos para a preservac¢ao do leite. Em mui-
tos paises, uma grande variedade de leites
fermentados ¢ produzida e consumida devido
as caracteristicas sensoriais, acao terapéutica
e importancia econdmica industrial.

O kefir é uma bebida lactea fermenta-
da, obtida através de dupla fermentacdo:
lactica e alcoblica. E originario das monta-
nhas dos Caucasos na Russia, onde é consu-
mido ha milhares de anos, sendo produzido
pela fermentag@o dos graos de kefir no leite
ou pelo uso de cultura preparada a partir dos
graos (OTLES; CADING, 2003; IRIGOYEN
et al., 2005; CHEN et al., 2009).

Os graos do kefir sdo uma matriz cons-
tituida de proteina e polissacarideo em forma
de couve-flor, com 3 a 20 mm de didmetro,
onde bactérias acido laticas (Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc), bactérias acéti-
cas ¢ leveduras vivem em perfeita simbio-
se (PINTADO et al., 1996; ZANIRATI et al.,
2015).

O resultado desta dupla fermentacao ¢
a producao de numerosos compostos incluin-
do 4cido latico, acido acético, CO, e alcool
etilico que ddo sabor e aroma caracteristicos
ao produto.

As caracteristicas microbioldgicas do
kefir variam de acordo com a origem dos
graos (GUZEL-SEYDIM et al., 2005; ZHOU
etal., 2009; LUANG-IN; DEESEENTHUM,
2016) e porcentagem dos graos inoculados
(GARROTE et al., 1998). Outros fatores afe-
tam significativamente a microbiota dos graos
de kefir, entre eles: tempo e temperatura de
incubagdo, condigdes higiénico sanitarias usa-
das durante a separacdo dos graos, lavagem
dos graos e estocagem refrigerada (GUZEL-
SEYDIM et al., 2005; POWELL et al., 2007;
LONDERO et al., 2012). Ja a qualidade fi-
sico-quimica do kefir pode variar dependendo
se o kefir ¢ produzido com os graos ou com
uma cultura preparada a partir dos graos. A
porcentagem de graos inoculados também
influencia efetivamente nas caracteristicas
do kefir, (SIMOVA et al., 2002; IRIGOYEN
et al., 2005).
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O kefir ¢ considerado um alimento
funcional, ou seja, além das fun¢des nutri-
cionais basicas, produz efeitos benéficos a
saude. Por longo tempo, a Russia tem usado
o kefir para o tratamento de uma extensa
gama de doencgas. Possui atividade antimi-
crobiana (GAMBA et al., 2016; MIAO et al.,
2016), agdo anti-inflamatoria (CHEN et al.,
2012, PRADO et al., 2016) e antioxidante
(FAHMY; ISMAIL, 2015; SATIR; GUZEL-
SEYDIM, 2015). No Brasil, o kefir ainda nao
¢ produzido em escala industrial, mas alguns
trabalhos ja tém sido desenvolvidos servin-
do de suporte para uma possivel comercia-
lizagdo deste produto no mercado de produ-
tos lacteos (WESCHENFELDER et al., 2011;
LEITE et al., 2013).

Considerando as propriedades funcio-
nais do kefir na alimenta¢do humana e asso-
ciando a isso, as caracteristicas sensoriais
da polpa da graviola, propds-se um estudo
visando a producdo de kefir com essa fruta
da Amazonia, avaliando a sua qualidade mi-
crobiologica, fisico-quimica e a aceitabilidade
do produto obtido.

MATERIAL E METODOS

As amostras de graos de kefir foram
cedidas pelo Laboratorio de Culturas Lacticas
da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
MG. Para a manuteng¢ao dos graos durante a
realizag¢do do experimento, esses graos foram
repicados (25 °C/24 horas) em leite integral
UHT (Ultra High Temperature) comercial,
duas vezes por semana. Foram produzidas
duas bebidas, um kefir natural (controle) e
kefir com polpa de graviola, segundo meto-
dologia descrita por Ferreira (2008).

Realizou-se o monitoramento dos prin-
cipais grupos de microrganismos presentes
no kefir durante o periodo de estocagem de
28 dias a 4 °C. Foram feitas analises nos tem-
pos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenagem
refrigerada. A contagem de Lactobacillus

foi realizada em d4gar MRS (Man Rogosa
Sharpe), pelo método de plaqueamento em
profundidade, incubando-se a 30 °C, em
anaerobiose, por 48 horas. Para contagem de
Lactococcus pelo método de plaqueamento
em profundidade, o meio de cultura utiliza-
do foi o M17 agar, sendo realizada a incu-
bag@o em anaerobiose a 30 °C, por 48 horas
(IRIGOYEN et al., 2005)

Para a determina¢do do niimero de
leveduras, o meio utilizado foi MEA (Malt
Extract Agar), incubando-se as placas em
aerobiose por 5 dias a 25 °C (PINTADO et
al., 1996). As bactérias acéticas foram cultiva-
das em meio APM (Acetobacter Peroxim
Médium) 4gar e realizou-se a incubagdo 25
°C por 48 horas. A contagem dos microrganis-
mos foi expressa em log de UFC/mL de kefir.

A determinacdo do teor alcoodlico foi
realizada através de destilagdo simples do
kefir em destilador Tecnal TE-036/1 e medigao
do teor alcodlico em densimetro portatil para
laboratorio, modelo DM-340.2, versao V11
da LemisBaltic. As analises do pH, acidez
titulavel, extrato seco total, lipideos totais
e residuo mineral fixo foram feitas segun-
do a metodologia do Instituto Adolfo Lutz,
(2008). O teor de proteina foi determinado
pelo método de Silva et al. (1997) e o teor
de carboidratos foi determinado pela diferen-
¢a da soma dos demais componentes.

O valor caldrico foi calculado pela soma
das porcentagens de proteina bruta e car-
boidratos, multiplicados pelo fator 4 (Kcal g),
somado ao teor de lipidios totais, multiplicado
pelo fator 9 (Kcal g).

Para o isolamento das bactérias laticas,
os graos de kefir foram plaqueados em agar
MRS. Colonias caracteristicas foram sele-
cionadas e ativadas em caldo MRS. A iden-
tificacdo das bactérias lacticas foi realizada
com base em testes bioquimicos do API®
CHL50, (API®systems, bioMérieux).

O teste de aceitacdao do kefir com
polpa de graviola foi realizado com cem
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provadores ndo treinados, utilizando-se uma
escala hedonica de nove pontos (9 = exce-
lente, 8 = 6timo, 7 = muito bom, 6 = bom,
5 = indiferente, 4 = razoavel, 3 = ruim, 2
= muito ruim, 1= péssimo), adaptado por
STONE; SIDEL (1985).

Os resultados de pH, acidez e conta-
gem de microrganismos foram avaliados
utilizando-se analise de variancia (ANOVA),
com duas variaveis: tempo (0, 7, 14, 21 e
28 dias) e produto (controle e bebida). As
analises foram realizadas em triplicata e o
teste de Tukey (p < 0,05) foi aplicado para as
comparacdes das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir do isolamento realizado no kefir

com polpa de graviola e/ou no kefir controle,
constatou-se que todos os isolados eram Gram

positivos e catalase negativos e apresentavam-
se na forma de cocos. Dentre os isolados foram
observados os seguintes arranjos: 33,3% de
estafilococos, 36,6% de estreptococos e 30%
de cocos; nao tendo sido detectados bacilos.
Em contraste, grdos de kefir da Argentina
possuiam numero de bacilos duas vezes maior
em relacdo ao de cocos (GARROTE et al.,
2001). A diferenca encontrada entre os grupos
de microrganismos dos graos de kefir pode ser
explicada pela variagdo na origem dos graos.
Alguns isolados em forma de cocos foram
selecionados para o teste de assimilagdo de
carboidratos para bactérias lacticas. Todos
os isolados submetidos ao teste API"CHLS50
foram classificados como Lactococcus lactis
subsp. lactis. Este microrganismo também foi
identificado em graos de kefir brasileiros, que
além desta espécie apresentou: Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus lactis subsp.
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Figura 1 — Contagem de (a) Lactobacillus, (b) Lactococcus, (c) leveduras e (d) bactérias acéti-

cas, durante o periodo de estocagem
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cremoris ¢ Lactobacillus paracasei (LEITE
et al., 2015).

Durante o periodo de estocagem refri-
gerada do kefir natural (controle) e do kefir
com polpa de graviola (bebida) foram quan-
tificados os microrganismos: Lactobacillus,
Lactococcus, bactérias acéticas e leveduras,
nos tempos 0, 7, 14, 21 ¢ 28 dias e os resulta-
dos expressos em log UFC/mL (Figura 1).

Pela analise de variancia (ANOVA)
observou-se que ndo houve influéncia do tipo
de produto (controle ¢ bebida) no crescimento
de nenhum dos grupos de microrganismos
analisados (p < 0,05). A contagem inicial
(tempo 0) dos grupos de microrganismos:
Lactobacillus, Lactococcus, bactérias acéti-
cas e leveduras foi em torno de 10° UFC/mL
(Figura 1). Este valor esta proximo ao obser-
vado por Garrote et al. (1998), Fontan et al.
(2006); Irigoyen et al. (2005) em relagdo ao
numero de Lactobacillus e Lactococcus, que
foi em torno del0® UFC/mL. No entanto, as
contagens de leveduras e bactérias acéticas
foram superiores aos valores observados por
Garrote et al. (1998); Irigoyen et al. (2005).
Estes autores constataram contagem de leve-
duras e bactérias acéticas de 105 e 10° UFC/
mL, respectivamente. Beshkova et al. (2002),
também relataram contagem de 10® UFC/
mL para Lactobacillus ¢ 105 UFC/mL para
leveduras, contudo um numero maior para
os Lactococcus 10" UFC/mL. O nimero de
microrganismos diminuiu significativamente,
(p <0,05) ao longo do tempo, até 21 dias de

estocagem, sendo que nos tempos 21 ¢ 28 dias
ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
no numero de microrganismos encontrados.
Irigoyen et al. (2005), observaram um declinio
significativo no numero de Lactobacillus e
Lactococcus até 14 dias de estocagem refrige-
rada, enquanto que a populacdo de leveduras
e bactérias acéticas permaneceu constante
durante todo o periodo de estocagem.

No final do periodo de armazenagem
(28 dias) todos os grupos de microrganismos
tiveram contagem em torno de 107 UFC/mL
para todas as populagdes microbianas avalia-
das. Portanto, o kefir de graviola esta de acor-
do com legislagao vigente (BRASIL, 2007)
que estabelece que as contagens de bactérias
laticas totais e de leveduras durante o seu pe-
riodo de validade deverao ser, de no minimo
107 e 10* UFC/g de kefir, respectivamente.

As contagens finais obtidas no kefir
controle ¢ bebida foram superiores aos va-
lores encontrados por Irigoyen et al. (2005),
que ao final de 28 dias de estocagem sob re-
frigeragdo observaram contagem entre 10*
a 10 UFC/mL. Este decréscimo observado
neste trabalho, no numero de microrganismos,
pode ser atribuido ao aumento da acidez e a
diminui¢do de substrato no meio o que tam-
bém foi observado por Kok-Tasetal (2013).

A composicdo centesimal do kefir na-
tural e do kefir com polpa de graviola esta
apresentada na Tabela 1.

O kefir natural diferiu do kefir com polpa
de graviola pela adi¢do de dois ingredientes,

Tabela 1 — Composi¢do quimica e energética do kefir natural (controle) e do kefir com polpa de

graviola® (bebida)
Agua Gordura  Cinzas  Proteina  Carboidratos  Valor Calorico®
Controle 86,50 3,50 0,63 3,04 6,33 69,00
Bebida 88,30 3,00 0,42 2,32 5,96 60,00

a: os valores foram expressos em g/100g
b: O valor caldrico foi expresso em kcal/100g
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0 agtlcar e a polpa de graviola. A polpa de
graviola contendo alto teor de umidade,
adicionado ao kefir natural, aumentou seu
conteudo de agua e, consequentemente, diluiu
a concentrag¢do de todos os macronutrientes,
como pode ser observado na Tabela 1.

Os resultados da andalise centesimal
do kefir natural estdo de acordo com os
dados apresentados por Satir; Guzel-Seydim
(2016), com excegao do teor de lipideos,
que foi ligeiramente superior ao observado
pelos autores, entre 2,8-3,3%. Esta pequena
variacdo ¢ normal e pode ser atribuida ao teor
de gordura do leite utilizado na preparagdo
do kefir.

Também se constatou que o kefir de
graviola atendeu aos padroes estabelecidos
no Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados. (BRASIL,
2007), no que se refere ao teor de proteinas
(minimo de 2,9%) e matéria gorda (3,0 a
5,9%). Os demais parametros analisados e
apresentados na Tabela 1 ndo estdo contem-
plados na referida legislagéo.

A porcentagem de alcool no controle
¢ na bebida foi de 0,10 e 0,20%, respectiva-
mente. A concentragdo de alcool na bebida
foi maior em relagdo ao controle, possivel-
mente pela adigdo de agtcar na bebida, o
que favoreceu a fermentagdo e producdo de
alcool. Simova et al. (2002) observaram dife-
renca significativa no teor alcodlico do kefir
produzido utilizando-se, separadamente, os
graos e outro kefir como indculo, sendo que
os valores variaram entre 0,25% a 0,09%,

respectivamente. Esta diminui¢do no teor
alcoodlico, quando foi empregado outro kefir
como inoéculo, foi atribuida a diminui¢do no
nimero de leveduras presentes no processo
fermentativo.

Os valores de pH do controle e da bebi-
da foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se 5% de probabilidade. Nao houve
diferenca significativa (p > 0,05) no pH das
bebidas ao longo da estocagem refrigerada,
havendo diferenca significativa somente no
tempo de 28 dias. O tipo de produto (contro-
le e bebida) influenciou significativamente
(p <0,05) na variagdo do pH durante o periodo
de estocagem.

O pH de alguns leites fermentados tais
como o iogurte ¢ o labneh tende a diminuir
significativamente durante o periodo de esto-
cagem refrigerada (KATISIARI et al., 2002;
AL-KANAMANY et al., 2003). No entanto,
neste trabalho, o pH no 28° dia de estocagem
refrigerada apresentou um discreto aumento,
conforme indica a Tabela 2. Irigoyen et al.
(2005), sugerem que esta diferenca de varia-
¢ao do pH de outros leites fermentados quan-
do comparado ao kefir, durante o periodo de
estocagem refrigerada, deve-se a presenca
de leveduras, que produzem substancia com
capacidade tamponante.

A acidez tituldvel das amostras ava-
liadas aumentou progressivamente durante
os 28 dias de estocagem com valores que
variaram de 1,27 a 1,48% de acido lactico
no controle e de 1,25 a 1,41% de acido lac-
tico, na bebida, conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 2 — Valores de pH durante o tempo (dias) de estocagem refrigerada do kefir natural
(controle) e do kefir com polpa de graviola (bebida)

TO T7 T14 T21 T28
Controle 4,252 4,292 4,28 4240 4310
Bebida 4,19 4,19° 4,242 4,24 4,30

#Valores com sobrescritos diferentes em uma mesma linha sao estatisticamente diferentes, em relagao ao tempo
de estocagem, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3 — Valores da acidez titulavel, expresso em % de acido latico, durante o tempo (dias) de

estocagem refrigerada do controle e da bebida

TO T7 T14 T21 T28
Controle 1,278 1,420 1,420 1,48° 1,48°
Bebida 1,25¢ 1,32° 1,35° 1,40° 1,41°

2 Valores com sobrescritos diferentes em uma mesma linha diferem estatisticamente, em relagdo ao tempo de

estocagem de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Estes valores estdo acima do determinado
pela legislagdo brasileira, que ¢ de 1g de
acido lactico por 100 gramas do produto
(Brasil, 2007). Outros trabalhos realizados
na produgdo de kefir com graos de kefir bra-
sileiros, também obtiveram produtos com
acidez acima da preconizada pela legisla-
¢do vigente, entre eles, Martins et al. (2012)
e Weschenfelder et al. (2011). Entretanto
Rocha et al. (2014) observaram valores de aci-
dez para kefir integral e desnatado entre 0,75
e 0,91% de acido lactico, respectivamente,
apos 24 horas se fermentagao.

O kefir elaborado com polpa de gra-
viola de acordo com a escala empregada foi
classificado como 6timo, com valor médio
de 8,3. Os atributos sensoriais de leites fer-
mentados, em geral, sdo influenciados, signi-
ficativamente, pelo tipo de cultura latica
utilizada no processo fermentativo. A fermen-
tacdo lactica produz diversos acidos organi-
cos, tais como: acido citrico, acido piravico,
acido latico, acido acético dentre outros,
que vao influenciar diretamente no sabor e
odor dos leites fermentados (TORRES, 2003).
Os microrganismos envolvidos nos proces-
sos de fermentacdo, bem como os seus me-
tabolitos gerados, principalmente acidos
acético e lactico exercem uma forte influén-
cia nas caracteristicas sensoriais unicas do
produto final. Estes podem servir como base
para o futuro da produ¢do industrial desta
bebida no Brasil (LEITE et al., 2013).

CONCLUSOES

Todos os isolados submetidos ao teste
de assimilacdo de carboidratos, dos graos de
kefir, foram identificados como Lactococcus
lactis subsp. lactis sendo, possivelmente, o
microrganismo predominante na microbiota
dos graos de kefir em estudo.

A adigdo de polpa de fruta e aglcar
ao kefir ndo influenciou no crescimento
dos grupos de microrganismos analisados:
Lactobacillus, Lactococcus, leveduras e
bactérias acéticas. Todos os grupos de mi-
crorganismos avaliados obtiveram contagem
aproximada de 10° UFC/mL no inicio do
periodo de estocagem (tempo 0) decrescendo
para aproximadamente 107 UFC/mL apos 28
dias de armazenagem sob refrigeracao.

A analise sensorial do kefir de gra-
viola constatou que esta bebida apresentou
elevada aceitagdo, indicando potencial para
comercializagao.
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