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Dedico esta dissertacdo a garotinha sonhadora e determinada que um dia
ousou imaginar-se cientista, desejando transformar o mundo em um lugar melhor. Que
o brilho do seu espirito continue a pulsar em mim, nutrindo os sonhos que, agora,

comecgam a se concretizar.
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RESUMO

A mudanca de preferéncia dos consumidores por alimentos que promovem equilibrio
e saude é evidente nos padrdes de compra atuais, dando uma maior notoriedade aos
alimentos funcionais, que além da nutricdo basica, oferecem outros beneficios
adicionais a saude. Entre esses, 0s probidticos se destacam, por serem
microrganismos vivos que, quando consumidos regularmente, promovem melhorias a
saude do hospedeiro. Um exemplo reconhecido é o kefir, composto por bactérias e
leveduras, probioticas e ndo probidticas, que coexistem em simbiose. O interesse por
esse alimento funcional, aliado a maior demanda por produtos livres de ingredientes
de origem animal, apresenta desafios para sua producao em escala industrial. Nesse
contexto, a liofilizacdo surge como uma alternativa viavel, impulsionando pesquisas e
o desenvolvimento do kefir a base de extratos vegetais. Este estudo teve o objetivo
de avaliar a viabilidade das bactérias laticas e leveduras do kefir liofilizado de extratos
hidrossollveis de castanha do Brasil e castanha de caju, além de seu potencial na
elaboracdo de uma bebida vegetal fermentada estavel e da analise sensorial de
ambos 0s produtos. Inicialmente, o indculo liquido foi cultivado em extratos
hidrossoluveis de castanha-do-brasil e castanha-de-caju para adaptacdo dos
microrganismos ao meio vegetal, em seguida ele foi congelado e submetido ao
processo de liofilizacdo. A estabilidade do kefir liofilizado foi avaliada
organolépticamente e microbiologicamente ao longo de 1 ano e 6 meses. A bebida
fermentada foi formulada a partir da reidratacdo do kefir liofilizado em outros
substratos de contendo sucos de frutas, seguida de fermentacdo sob condi¢cdes
controladas. Durante 150 dias de armazenamento refrigerado, foram monitorados pH,
acidez titulavel, solidos soluveis e viabilidade microbiana de bactérias acido-laticas e
leveduras. Para avaliagdo sensorial, 30 julgadores néo treinados participaram de um
teste de aceitacao, utilizando uma escala hedbnica de 7 pontos para atributos como
aspecto visual, impressédo geral, sabor e odor. A estabilidade e viabilidade dos
microrganismos no kefir liofilizado atenderam aos requisitos microbiolégicos da
Instrucdo Normativa N. 46 de 2007 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento por 1 ano e 5 meses, onde apresentaram aspecto, cor, odor e sabor
apresentando aspecto homogéneo, coloracdo e odor caracteristicos e sabor
levemente &cido e viabilidade de 1,67x10” UFC/g para bactérias acido laticas e
1,83x10° UFC/g para leveduras. A bebida vegetal fermentada apresentou estabilidade
e viabilidade durante os 5 meses avaliados, em armazenamento refrigerado, com pH
variando de 3,35 a 4,0, acidez total de 0,19% a 0,24% e solidos soluveis de 9°brix e
viabilidade que permaneceu em 2,97x10” UFC/g para bactérias acido laticas e
3,47x10°® UFC/g apds 150 dias avaliados. A andlise sensorial, que foi conduzida com
30 avaliadores néo treinados, revelou boa aceitacdo em parametros como aspecto
visual, impressao geral, odor e sabor, tanto para o kefir liofilizado, quanto para a
bebida vegetal fermentada, reforcando o potencial de sucesso de ambos os produtos
no mercado e na aplicabilidade da liofilizagdo como método de producdo em larga
escala.

Palavras-chave: Microbiota; Fermentacdo; Aceitabilidade; Conservacéo.



ABSTRACT

The change in consumer preferences for foods that promote balance and health is
evident in current purchasing patterns, giving greater prominence to functional foods,
which in addition to basic nutrition, offer other additional health benefits. Among these,
probiotics stand out as they are live microorganisms that, when consumed regularly,
promote improvements in the health of the host. A recognized example is kefir,
composed of probiotic and non-probiotic bacteria and yeasts that coexist in symbiosis.
The interest in this functional food, combined with the greater demand for products free
of ingredients of animal origin, presents challenges for its production on an industrial
scale. In this context, freeze-drying emerges as a viable alternative, boosting research
and the development of kefir based on plant extracts. This study aimed to evaluate the
viability of lactic acid bacteria and yeasts in freeze-dried kefir made from water-soluble
extracts of Brazil nuts and cashew nuts, in addition to its potential in the production of
a stable fermented plant-based beverage and the sensory analysis of both products.
Initially, the liquid inoculum was cultivated in water-soluble extracts of Brazil nuts and
cashew nuts to adapt the microorganisms to the plant medium. It was then frozen and
subjected to the lyophilization process. The stability of the lyophilized kefir was
evaluated organoleptically and microbiologically over a period of 1 year and 6 months.
The fermented beverage was formulated from the rehydration of the lyophilized kefir
in other substrates containing fruit juices, followed by fermentation under controlled
conditions. During 150 days of refrigerated storage, pH, titratable acidity, soluble solids
and microbial viability of lactic acid bacteria and yeasts were monitored. For sensory
evaluation, 30 untrained judges participated in an acceptance test, using a 7-point
hedonic scale for attributes such as visual appearance, general impression, flavor and
odor. The stability and viability of microorganisms in freeze-dried kefir met the
microbiological requirements of Normative Instruction No. 46 of 2007 of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply for 1 year and 5 months, where they presented
appearance, color, odor and flavor with a homogeneous appearance, characteristic
color and odor and slightly acidic flavor and viability of 1.67x10” CFU/g for lactic acid
bacteria and 1.83x10° CFU/g for yeasts. The fermented vegetable beverage presented
stability and viability during the 5 months evaluated, in refrigerated storage, with pH
ranging from 3.35 to 4.0, total acidity of 0.19% to 0.24% and soluble solids of 9°brix
and viability that remained at 2.97x10” CFU/g for lactic acid bacteria and 3.47x10°
CFU/qg after 150 days evaluated. The sensory analysis, which was conducted with 30
untrained evaluators, revealed good acceptance in parameters such as visual aspect,
general impression, odor and flavor, both for the freeze-dried kefir and for the
fermented vegetable drink, reinforcing the potential for success of both products in the
market and the applicability of freeze-drying as a large-scale production method.

Keywords: Microbiota; Fermentation; Acceptability; Conservation.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a saude e o estilo de vida saudavel tem levado
muitas pessoas a buscarem uma constante atualizacdo sobre os alimentos que
consomem, visando a transformacédo de seus padrdes de vida (Pereira et al., 2020).
Esta mudanca de paradigma reflete uma crescente conscientizagao e interesse por
parte da sociedade em adotar habitos alimentares mais benéficos, contribuindo para
uma maior valorizacdo da importancia da nutricao (Granato, 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo estabelece uma
definicdo para alimentos funcionais, mas regulamenta as alegacoes de propriedades
funcionais e as condicdes para o registro de alimentos com essas alegacdes. De
acordo com a Resolucéo N° 18, de 30 de abril de 1999 (Brasil, 1999), a alegacao de
propriedade funcional € opcional e pode ser feita quando o alimento ou ingrediente,
além de fornecer funcdes basicas, apresentar efeitos metabdlicos ou fisiolégicos
benéficos a salde, sem necessidade de supervisdo médica. Para nutrientes
amplamente reconhecidos pela comunidade cientifica, ndo €& necesséria a
comprovacéao de eficacia para que a alegacao seja feita na rotulagem, desde que as
alegacdes facam referéncias a manutencao geral da saude, ao papel fisiolégico dos
nutrientes e ndo nutrientes, e a reducao de risco de doencas (Costa; Rosa, 2016;
Brasil, 1999).

As alegacdes funcionais e de saude permitidas pela ANVISA, estdo associadas
a presenca de substancias como acidos graxos (bmega 3), carotenoides (como
licopeno e luteina), fibras alimentares (beta-glucana, inulina, lactulose), fitoesterais,
poliéis (manitol, xilitol, sorbitol) e probiéticos (Brasil, 1999, 2002).

Os probiodticos, por sua vez, sdo definidos como microrganismos vivos que,
guando ingeridos regularmente, conferem beneficios a salde do hospedeiro
(Albuquergue et al., 2021). No contexto dos alimentos funcionais com probiéticos,
destaca-se o kefir (ou quefir), associacdo simbionte de bactérias e leveduras
probidticas e nao probidticas que se multiplicam em uma matriz constituida de
exopolissacarideos (EPS), estes produzidos pelos préprios microrganismos (Santos,
2015; Pereira et al., 2020). Este produto se obtém por meio da fermentacéo entre os
graos e substratos de leite, extratos vegetais, sucos de frutas ou agua acgucarada
(Oliveira, 2016).
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Junto a isso, desafios relacionados ao consumo de leite, como intolerancia a
lactose, alergias e preferéncias dietéticas especificas, tém impulsionado a busca por
alimentos livres de ingredientes de origem animal. Esse cenario motiva o
desenvolvimento de produtos inovadores, incluindo a investigacdo de extratos
vegetais e suco de frutas como substitutos viaveis ao leite animal (Costa; Dos Santos,
2020).

Embora os extratos de castanha sejam estudados ha algum tempo, ainda
recebem atencéo limitada (Rios, 2021). No Brasil, a castanha-do-Brasil, amplamente
produzida na regido Norte, destaca-se ndo apenas pelo consumo significativo, mas
também pela sua relevancia nutricional. Ela € rica em fibras, minerais e compostos
bioativos — como calcio, selénio, compostos fendlicos e &cidos graxos poliinsaturados
— que proporcionam diversos beneficios a saude (Udayarajan et al., 2022; Scarpelin,
2023). Por suas caracteristicas sensoriais agradaveis, como sabor e aroma, €&
frequentemente combinada com outras oleaginosas em formulacées mistas, como
observado no estudo de Barbosa et al. (2020).

A castanha de caju também é valorizada por seu sabor caracteristico e seu alto
valor nutricional. E especialmente rica em lipidios predominantemente insaturados,
proteinas de alto valor biol6gico, incluindo aminoacidos essenciais como a metionina,
e minerais em gquantidades expressivas (Machado, 2017). No Brasil, a area cultivada
de castanha de caju atingiu 426,1 mil hectares em 2020, com 99,7% dessa produc¢ao
concentrada no Nordeste, o que reforca sua importancia econdmica e para o
desenvolvimento regional (Brainer, 2022).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é outra planta de grande relevancia na
regido Norte do Brasil. Seu fruto é rico em antocianinas, compostos responsaveis por
sua cor roxa intensa e por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Além
disso, o0 acai contém acidos graxos insaturados, como oleico e linoleico, e € uma
excelente fonte de fibras, contribuindo para a regulagdo do colesterol. Diversos
estudos destacam seus beneficios a saude, incluindo acéao cardioprotetora, reducao
do estresse muscular, protecdo hepatica, efeito neuroprotetor e potencial citotéxico
contra células cancerigenas do célon (Magalhaes; Pereira, 2015).

O Brasil tem experimentado um crescimento notavel na comercializacdo de
suco de uva, com um aumento de 386,5% entre 2006 e 2015. Esse avanco é
impulsionado pelos beneficios a saude proporcionados pelos polifendis presentes na

bebida, como flavonoides, antocianinas, procianidinas, catequinas, quercetina e
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resveratrol, que atuam na neutralizacdo de radicais livres e na reducédo do estresse
oxidativo (De Mello et al., 2017).

Embora ainda pouco explorado no Brasil, o cranberry apresenta caracteristicas
significativas, especialmente por sua composi¢ado rica em compostos bioativos.
Composto por 88% de agua, o cranberry contém uma variedade de acidos e
substancias organicas, incluindo proantocianidinas (PACs), antocianidinas, flavonois
e acidos hidroxicinamicos. Entre esses compostos, as proantocianidinas e
antocianidinas, pertencentes a classe dos taninos, se destacam pela sua funcéo
natural na defesa contra microrganismos e sua alta capacidade antioxidante (Silva;
De Souza, 2021).

Dessa forma, 0 uso de extratos vegetais, como os de castanhas e sucos de
acai, uva e cranberry, como substratos para a fermentacdo do kefir, surgem como
uma alternativa promissora.

De acordo com a regulamentacdo brasileira (Brasil, 2007), o kefir deve
apresentar uma contagem minima de microrganismos vivos, como bactérias acido
laticas e leveduras, no produto final. Para atender a esses requisitos e produzir kefir
em escala industrial, € necessario superar os desafios das metodologias
convencionais, como a fermentacédo por gréos ou a partir da bebida fermentada. Esses
métodos frequentemente enfrentam limitacbes, como fermentacdo irregular,
dificuldades no controle do produto e perda de espécies-chave no processo (Nielsen
et al., 2014).

Técnicas como spray drying, liofilizacdo, microencapsulacdo e o uso de
culturas starter padronizadas surgem como alternativas inovadoras para superar
essas barreiras. Entre elas, a liofilizacdo se destaca pela preservagao eficiente das
propriedades microbioldgicas do kefir de leite, embora enfrente desafios relacionados
aos custos elevados e ao tempo de processamento (Nielsen et al., 2014; Nambou et
al., 2014; Bozkir et al., 2024; Fernandez et al., 2022). Ainda assim, mais estudos séo
necessarios para avaliar a viabilidade dessa técnica na producdo em larga escala de
kefir utilizando substratos de origem vegetal (Costa, 2019).

Portanto, este trabalho justifica-se pela relevancia de explorar abordagens
progressistas para a producédo em larga escala de kefir a partir de fontes vegetais,

promovendo solu¢des inovadoras no desenvolvimento de alimentos funcionais.
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REVISAO DE LITERATURA- CAPITULO 1

2 Artigo 1 - Eficacia terapéutica de probidticos presentes na composicao do

kefir em ensaios clinicos recentes

RESUMO

O kefir € um consorcio de microrganismos, principalmente probiéticos, com diversas
propriedades terapéuticas. Este estudo integrativo analisou ensaios clinicos
randomizados publicados em 2024, focando na eficicia dos probiéticos presentes no
kefir. A pesquisa foi realizada nas bases PubMed (MEDLINE), SciELO, ScienceDirect
e Scopus. Os resultados indicaram que o kefir, devido a sua diversidade de
microrganismos, pode proporcionar beneficios significativos a saude. Entre os
principais achados, destacam-se a reducao de triglicerideos em pacientes obesos,
diminuicdo da gordura corporal, reducédo dos niveis de colesterol total, e melhora da
inflamacé&o. Além disso, foi observada a promog¢édo do aumento da biodiversidade da
microbiota intestinal, o que pode ajudar na diminuicdo das infec¢des gastrointestinais
e respiratdrias. Também houve redugéo nos escores de depressao em pacientes com
sindrome do intestino irritavel. Esses achados reforcam o potencial terapéutico dos
probiéticos do kefir e destacam a necessidade de mais pesquisas para consolidar e
expandir o conhecimento sobre suas aplicacdes clinicas e terapéuticas.

Descritores: Kefir; Probi6ticos; Ensaio controlado randomizado.
ABSTRACT

Kefir is a consortium of microorganisms, mainly probiotics, with several therapeutic
properties. This integrative study analyzes scientific clinical trials published in 2024,
focusing on the effectiveness of probiotics present in kefir. The search was carried out
in PubMed (MEDLINE), SciELO, ScienceDirect and Scopus databases. The results
indicated that kefir, due to its diversity of microorganisms, can provide health benefits.
Among the main findings, the reduction of triglycerides in obese patients, reduction of
body fat, reduction of total cholesterol levels, and improvement of hypertension stand
out. Furthermore, the promotion of increased biodiversity of the intestinal microbiota
was observed, which can help reduce gastrointestinal and respiratory infections. There
was also a reduction in depression scores in patients with irritable bowel syndrome.
These results reinforce the therapeutic potential of kefir probiotics and highlight the
need for more research to consolidate and expand knowledge about their applications
and therapies.

Descriptors: Kefir; Probiotics; Randomized Controlled Trial.

2.1 Introducéao

O kefir é definido como um produto fermentado por culturas acido-lacticas

originadas dos grdos desse alimento, que incluem espécies bacterianas como
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Lactobacillus kefir, além de variedades dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e
Acetobacter. Essas bactérias sdo responsaveis pela producao de acido lactico, etanol
e diéxido de carbono. Os graos formam uma comunidade microbiana complexa, que
inclui leveduras fermentadoras de lactose, como Kluyveromyces marxianus, e nao
fermentadoras de lactose, como Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces exiguus, além de bactérias como Lactobacillus casei,
Bifidobacterium sp. e Streptococcus Thermophilus (Brasil, 2007).

As propriedades funcionais do kefir resultam da presencga dos microrganismos
probidticos que o compde, da interacdo desses microrganismos com 0 microbioma
humano, e das suas propriedades nutricionais bem reconhecidas (Giuffre, 2024).
Consequentemente, uma parte significativa das diretrizes estabelecidas pelo
regulamento técnico para leites fermentados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, que se aplicam ao kefir, foca no padrédo microbiolégico do produto
(Brasil, 2007).

Para que um alimento seja considerado funcional e autorizado para
comercializacdo com base em critérios de seguranca e eficacia, é fundamental
apresentar evidéncias cientificas que demonstrem seus efeitos benéficos a saude
(Brasil, 1999a). Essa valida¢ao requer a realizacao de estudos em animais, ensaios
clinicos e investigacfes epidemiolégicas para respaldar a eficacia do produto. Além
disso, é crucial compreender a composicdo quimica ou molecular do alimento para
garantir que seu uso tradicional nao represente riscos a saude. Esses requisitos sao
fundamentados em evidéncias da literatura cientifica e estdo alinhados com padrdes
internacionalmente reconhecidos (Brasil, 1999b).

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo geral analisar o potencial
terapéutico de probidticos presentes na composicao do kefir na promocao da saude
humana, e como objetivos especificos realizar uma revisdo integrativa da literatura
para identificar ensaios clinicos randomizados que investigaram os efeitos dos
probioticos do kefir, sintetizar os resultados dos estudos selecionados para avaliar o
desses microrganismos em variaveis especificas de saude e fornecer uma atualizacao
sobre as propriedades terapéuticas encontradas e suas implicagfes para a pratica

clinica.
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2.2 Metodologia

Este estudo foi realizado por meio de uma revisdo integrativa, que é a
abordagem metodoldégica mais abrangente para revisdes, permitindo a inclusdo de
estudos experimentais e nao-experimentais para uma compreensdo completa da
guestdo em analise. Essa abordagem também considera variaveis como dados
tedricos e empiricos da literatura, além de abranger uma ampla gama de objetivos,
como a definicdo de conceitos, a revisdo de teorias e evidéncias, e a analise de

problemas metodoldgicos relacionados ao tépico (Souza; Silva; Carvalho, 2010).
2.2.1 Pergunta norteadora

Neste trabalho, pretendeu-se elucidar o seguinte questionamento: Qual é o
impacto dos probidticos presentes no kefir na promocéo da saude humana?

2.2.2 Material de estudo

Para realizacao desta revisdo, foram utilizados artigos de pesquisa, publicados
em 2024, retirados das seguintes bases de dados: Scientific Electronic Library Online
(SciELO), PubMed (MEDLINE), ScienceDirect e Scopus através da plataforma
Periddicos CAPES. Para pesquisa eletrbnica nas bases de dados foram utilizados
descritores selecionados a partir dos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e incluem publicacdes em inglés, portugués e
espanhol. Os descritores utilizados foram “Kefir”, “Probiotics”; “Randomized Controlled
Trial”, utilizando o operador booleano “AND” entre as palavras. A pesquisa foi
realizada no periodo de janeiro a dezembro de 2024.

Quando combinados dois a dois, utilizando Kefir ou Probiotics como descritores
fixos, revelaram um namero inicial total de artigos disponiveis e este foi coletado a
cada busca e a cada combinacao. A partir deste momento foram aplicados os critérios
de incluséo (periodo de publicacdo, artigo de pesquisa e acesso livre) para filtragem
inicial, coletando-se o numero de artigos disponiveis. Posteriormente foi utilizado o
Fluxograma PRISMA - 2020 para revisdes sistematicas (Paje et al, 2021) a fim de

eleger os trabalhos que compdem esta reviséo (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1 - Fluxograma PRISMA adaptado para esta revisao integrativa da literatura.

ESTUDOS IDENTIFICADOS INICIALMENTE NAS BASES DE
DADOS
Apos cruzamento de descritores

IDENTIFICACAO

APOS APLICACAO DOS FILTROS INICIAIS PARA INCLUSAO E
EXCLUSAO
(periodo de publicacdo, tipo de artigo, acesso livre)

LEITURA DE TITULOS E RESUMOS
Aplicacdo de critérios de inclusdo e exclusdo

TRIAGEM

:

E LEITURA DE ARTIGOS NA INTEGRA EXCLUSAO POR DUPLICIDADE E A
o] Aplicacdo de critérios de inclusdo e exclusdo de acordo com objetivos QUE NAO CORRESPONDA A PERGUNTA
g NORTEADORA

=

-

=

] . o p

ﬁ ARTIGOS INCLUIDOS NA REVISAO APOS LEITURA

3 COMPLETA

(3]

=

Fonte: adaptado de Paje et al., (2021)

Apoés a selecao inicial, através da leitura do titulo e resumo, e nesta triagem
excluidos do nimero inicial os artigos duplicados e que ndo atendiam aos critérios de
inclusdo, seguiu-se para a leitura completa dos trabalhos aplicando-se os demais
critérios de inclusdo e exclusao (Quadro 1) para a obtencdo dos estudos que
atendessem aos objetivos desta revisao.
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Quadro 1 — Critérios de incluséo e excluséo aplicados na selecéo e elegibilidade de artigos
em bases de dados eletrbnicas.
CRITERIOS DE INCLUSAO CRITERIOS DE EXCLUSAO

) ) ] Artigos que ndo fossem de cepas probioticas
Artigos de pesquisa publicados em 2024. o .
encontradas na composicao do kefir.

Artigos que utilizassem além da cepa probiética,
) o i ] outro tipo de suplemento ou excipiente na
Disponibilidade na integra gratuitamente. o o
composicdo ou para ser administrado em

conjunto.

Publicagdes das linguas: inglés, portugués, | Artigos em que a quantidade de participantes do

espanhol. estudo fosse inferior a 30 participantes.

] ) ] _ Artigos em que o periodo de intervengdo do
Ensaios clinicos randomizados realizados em . ) ) ]
probidtico investigado nos pacientes fosse
humanos. o
inferior a 12 semanas.

Mini reviews, Carta ao editor, Capitulos de
livros, Trabalhos de conclusdo de curso,
Resumos de congresso, Editoriais e

congéneres.

Fonte: Autoria prépria, 2024.

O cruzamento dos descritores resultou em 35.718 artigos inicialmente. Apos a
aplicacdo dos filtros iniciais, foram considerados 1.394 trabalhos para analise inicial
desta revisdo. Seguindo as etapas do fluxograma (Fluxograma 2), e apoés leitura
criteriosa, foram selecionados 19 estudos para a elaboracdo desta revisdo de

literatura.

Fluxograma 2 - Fluxograma do processo de selecao eletrbnica nas bases de dados para

obtencao de artigos para revisdo integrativa.

Estudos identificados inicialmente nas bases de dados n= 35.718
PUBMED (MEDLINE): 5.185
SCIELO: 9
SCIENCE DIRECT: 21.296
SCOPUS: 9.228

Apos aplicacgdo dos filtros iniciais para incluséo e excluséo = 1.394

Identificacdo

PUBMED (MEDLINE): 193
SCIELO: 2
SCIENCE DIRECT: 816
SCOPUS: 383
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Triagem

APOS LEITURA DE TITULOS E RESUMOS

Critérios de inclusédo e exclusdo = 29

PUBMED (MEDLINE): 6

SCIELO: 0

SCIENCE DIRECT: 10
SCOPUS: 13

8 artigos excluidos
por duplicidade e 2
artigos excluidos
por ndo atenderem
- 0s critérios para

inclusédo

Elegibilidade

|

LEITURA DE ARTIGOS NA INTEGRA

Aplicacéo de critérios de incluséo e exclusdo n=19

SCIELO: 0

PUBMED (MEDLINE): 2
SCIENCE DIRECT: 4

SCOPUS: 13

Incluidos

|

Artigos incluidos na revisdo apos leitura completa n=19

SCIELO: 0

PUBMED (MEDLINE): 2
SCIENCE DIRECT: 4

SCOPUS: 13

2.3 Resultados e Discussao

Fonte: Autoria propria, 2024.

A selecdo dos artigos resultou em 19 publicacdes nos ultimos 12 meses nas

bases de dados analisadas. O Quadro 2 apresenta as informacdes gerais sobre o0s

trabalhos, como objetivos, métodos (tipo do estudo, periodo de intervencdo e

probiético/composicao), principais resultados, principais limitacdes e as referéncias.

Quadro 2 - Descricdo detalhada dos ensaios randomizados.

dos quais 65 concluiram.

- PRINCIPAIS PRINCIPAIS REFERENCIAS
OBJETIVOS | METODOS RESULTADOS LIMITACOES
Avaliar os | Estudo clinico | Efeitos do BBr60: Tamanho da | BAIl, Z. et al. Gut
efeitos da | randomizado controlado Reduco sianificativa d amostra microbiome and
intervengao | POr placebo. - nedugao signilicativa 98 1 reduzido: o que | metabolome .

peso e indice de massa | inita alterations in

com 91 Estudo clinico | corporal (IMC) em | yeneralizacio e | Overweight or
probidtico em | 1angomizado e | comparagdo  ao  pré- getec 50 ¢ de | Obese adult
adultos  com | controlado por placebo | tratamento e ao placebo. e ugnos population  after
sobrepeso com 75 participantes, o Peq weight-loss
ou - Melhora na bioguimica | €feitos. bifidobacterium
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obesidade.

Os elegiveis foram
alocados aleatoriamente
entre grupo placebo, que
recebeu maltodextrina, e

grupo BBr60, que
consumiu BBr60
diariamente.

Periodo de intervencéo:
12 semanas

Probiético/composicao:
Bifidobacterium breve —
BBr60

sanguinea, com glicemia de
jejum mais baixa que o
placebo.

Periodo curto de
intervencdo: o
que impede
avaliar
sustentabilidade
dos efeitos.

breve BBr60
intervention: a
randomized
controlled

trial. International
journal of
molecular
sciences, v. 25, n.
20, p. 10871, 2024.

Avaliar 0s
resultados de
crescimento
e a tolerancia
de bebés que
consumiram
uma férmula
infantil

Ensaio randomizado

duplo-cego.

Cento e oitenta bebés
saudaveis foram
incluidos neste estudo e
separados em trés
grupos: o grupo controle
(férmula regular -infantil

- Peso, comprimento e
circunferéncia da cabeca
semelhantes entre oS
grupos.

- Microbiota: - Diversidade
maior no dia 0, tornando-se
mais uniforme no més 4.

Altas taxas de
abandono: (CP-
9: 30%, AP-32:
50%)
comprometem
robustez e
aumentam viés.

SHEN, S.P. et al.
Assessment of the
safety and gut
microbiota
modulation ability of
an infant formula
containing
Bifidobacterium

contendo pro Baixa S .
bisticos. Youluck), © grupoL. |- B. animalis CP-9 e L.| i jinqoqo animalis ssp. lactis
salivarius AP-32 € 0 | salivarius AP-32 suscetiveis | . teriana: CcP-9 or
grupo B. animalis CP-9. | 4 seis antibiéticos ' Lactobacillus
- o | ($107 UFC/g no | o5y AP-32
] _ _ | (estreptomicina, tetraciclina, AP-32)  reduz Saflvarius -
Periodo de intervencéo: : .~ : L and the effects of
eritromicina,  clindamicina, | 4fic4ci
16 semanas . Co eficacia € |the formula on
cloranfenicol, ampicilina). dificulta ;
. oL , . infant growth
Problqtlcq/comp05|gao: interpretacao. outcomes:  insights
L. _sahyanus AP-32 e B. from a four-month
animalis CP-9. clinical study in
infants under two
months old. BMC
pediatrics, v. 24, n.
1, p. 840, 2024.
Avaliar o | Estudo multicéntrico, | - Reduc¢do significativa no | - Auséncia de | GLOGOWSKA-
efeito randomizado, duplo- | T-score indicando | andlise do | SZELAG, J. et al.
de probidtico | cego e controlado por | desmineralizagdo ¢ssea foi | microbioma The  Effect  of
s na doenca | placebo. significativa  no  grupo | intestinal e | Lacticaseibacillus
mineral o placebo, mas n&o no grupo | biomarcadores | Paracasei LPC100
0ssea (DMO) | 172 participantes probiético 655e0S and
em mulheres | elegiveis randomizados ' ' Lactiplantibacillus
na pés- | em 2 grupos (probiético | - Vitamina D  diminuiu | - Curta duragdo | Plantarum  LP140
menopausa. | e placebo, 1:1). apenas no placebo (p = | do estudo; | On Bone Mineral
) _ _ 1 0,014). periodos  mais | DENSity In
Periodo de intervencgéo: longos  (18-24 Postmenopausal
12 meses - Melhora de sintomas meses) seriam Women: A
o gastrointestinais no grupo | . Multicenter,
Probiético/composicao: o Randomized
: . probictico. informativos '
Lacticaseibacillus (L.) pa _ Placebo-Controlled
racasei LPC100 pois as | study. Journal of
Lactiplantibacillus (L.) pl rflltera(;oes Clinical Medicine,
antarum LP140 osseas ocorrem | v, 13,n.19, p. 5977,
lentamente. 2024.
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Investigar o
efeito da
suplementag
ao probidtica
nos niveis de
Trimetilamin
a-N-6xido
(TMAO) em
pacientes
com histérico
de doenca
cardiovascul
ar
aterosclerétic
a.

Ensaio clinico
randomizado duplo-cego
controlado por placebo.
- 30 pacientes
masculinos com doencga
cardiovascular

aterosclerética foram
randomizados.
- Niveis de TMAO

avaliados em plasma por
cromatografia liquida e
espectrometria de
massas.

Periodo de intervengéo:
12 semanas

Probiético/composicéo:
Lactobacillus
plantarum GLP3

Pacientes recebendo
tratamento probidtico
apresentaram uma reducao
significativa nos niveis de
TMAO [de 284 (139) pg/L
para 202,5 (96,7) pg/L; p =
0,044], sem nenhuma
mudanca significativa
aparente no grupo placebo
apoés o tratamento [de 176
(120) pg/L para 178 (150)
pg/L; p = 0,258].

- Tamanho da
amostra: Estudo
de centro Unico
com amostra
pequena.

- Nao
considerou o]
estado alimentar

durante 0]
estudo.

- Apenas 21
pacientes
consentiram na
analise do
microbioma.

SPASOVA, N. et al.
Effect of
Lactobacillus
plantarum
supplementation on
trimethylamine-N-
oxide levels in 30
patients with
atherosclerotic
cardiovascular
disease: A double-
blind randomized
controlled

trial. Folia Medica,
V. 66, n. 5, p. 682-
691, 2024.

Comparar o

Ensaio randomizado,

Os resultados sugerem que

- Tamanho da

WANITSUWAN, W.

efeito de p6s- | duplo-cego e controlado | ambas as formas deL. | amostra et al. Comparison of
biéticos e | por placebo. paracasei e L. rhamnosus | |imitado: Com | the effects of
probidticos . o podem trazer beneficios | apenas 10 | postbiotics and live-
vivos em Trln@ participantes (10 para  a melhoria  das participantes em problc_)tl_cs
pacientes participantes em cada | condigBes de CCR, | cada grupo, a containing
com cancer | grupo) foram | reduzindo citocinas pro- re Lacticaseibacillus
. . . presentativida i
colorretal necessarios neste | inflamatérias, aumentando de ode  ser paracasei SD1 and
(CCR) previo | estudo. a citocina anti-inflamatoria | 2 P Lacticaseibacillus
degraull el IL-10 e IL-12, reequilibrando | INSUficiente para | rpamnosus SD11 in
em um | Perfodo de intervencdo: | a microbiota intestinal e | 9eneralizacoes | patients with
ensaio 6 meses reduzindo os niveis de | Ou deteccdo de | previous colorectal
clinico. patogenos relacionados ao | efeitos menores. | cancer: A
Probiético/composicédo: | cancer de cdlon. randomized
L.paracasei SD1 controlled trial.
Journal of
L.rhamnosus SD11 Functional Foods,
v. 123, p. 106576,
2024.
Avaliar o | Ensaio randomizado | Os probiéticos orais | - N&o | ZHOU, X. et al.
impacto dos | controlado por placebo. | efetivamente atenuaram os | considerados Probiotics alleviate
probiéticos picos de contagem de | efeitos de | paraneoplastic

na contagem
de plaquetas
em pacientes
com cancer
de ovario.

Cem pacientes elegiveis
foram designados
aleatoriamente, com 50
pacientes em cada
grupo (grupo de
tratamento e grupo de
controle).

Periodo de intervencgéo:
12 semanas

Probiéticos/composicao:
Bifidobacterium longum
JBLC-141 oral.

plaguetas e melhoraram as
funcBes de coagulacdo em
pacientes com cancer de
ovario com trombocitose

paraneoplasica. Efeitos
positivos na inflamacéo,
niveis de  marcadores

tumorais e composicdo da
microbiota intestinal
também foram observados.

medicamentos
como inibidores

de (Poli (ADP-
ribose)
polimerase)
PARP e

bevacizumabe.
- Periodo de
intervencao
curto (3 meses)
e
acompanhamen
to de 12 meses,
necessitando
mais pesquisas
sobre sobrevida

thrombocythemia of
ovarian cancer. A
randomized
placebo-controlled
trial. Journal of
Functional Foods,
v. 119, p. 106316,
2024.
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global com o
probidtico.

Avaliar o] - Grupo que consumiu B. | - Auséncia de | XU, C. et al
efeito do | Ensaio randomizado, | longum BB536 teve menor | indicadores Probiotic
probidtico em | duplo-cego e controlado | iNCidéncia de febre em | objetivos (fezes, | Bifidobacterium
sintomas por placebo. comparacao ao placebo. sangue, saliva) | longum BB536 and
subjetivos da - Sugestdo de que B. | para esclarecer | its impact on
condicéo - 200 recrutados e longum BB536 pode ajudar | 0s mecanismos | subjective
fisica de . .~ | amanter a condicdo fisicae | de  supressdo | symptoms of
adultos randomléaégo;@em_ f&')s reduzir sintomas | dos sintomas de | physical conditions
saudaveis. glrupog ( - 1'0%_ ' | semelhantes ao resfriado | resfriado. associated with
E:S?; r?é r}rgquéng'iacejn; comum. - _Incluséo_ de | common coId—IiI§e
resfriados nos 3 anos muitos itens | symptoms n
anteriores subjgtlv~os na healthy_ adults: A
: avaliagdo sem | randomized,
Periodo de intervencéo: congidgrar a | double-blind,
12 semanas ' multiplicidade, o p[acebo—controlled
que pode ter |trial. Journal of
Probiético/composicao: distorcido os | Functional Foods,
B. longum BB536 ' resultados. \2/.021415, p. 106113,
Investigar os | Ensaio clinico paralelo, | Os escores de depressdo | - Uso de leite | SARKAWI, M. et al.

papéis de | randomizado, duplo- | foram significativamente | pasteurizado A randomized,
bebidas cego, controlado por | reduzidos na SlI-DS com | como double-blinded,
lacteas placebo. probidtico e placebo em | transportador placebo-controlled
cultivadas relacdo ao valor basal (p < | pode ter | clinical trial on
contendo 110 participantes com | 0,001). Apenas a SlI-DS | impactado a | Lactobacillus-
probiéticos Sl com humor normal | com probi6tico mostrou um | eficacia do | containing cultured
na (NM) e depressao | aumento significativo nos | probidtico. milk drink as
depressdo e | subliminar (DS) foram | niveis séricos de serotonina | - Caracteristicas | adjuvant therapy for
variaveis aleatoriamente (p < 0,05). Medidas de | individuais depression in
relacionadas | designados para um dos | qualidade de vida | (género, irritable bowel
entre quatro grupos de | significativamente maiores | estresse, syndrome.
participantes | intervencao: SII-NM com | foram observadas na SllI- | educagéo) Scientific Reports,
com placebo, SII-NM com | DS com probiético, SII-DS | podem ter | v. 14, n. 1, p. 9478,
sindrome do | probiotico, SII-DS com | com placebo e SII-NM com | influenciado os | 2024.
intestino placebo e SII-DS com | placebo (p < 0,05). A bebida | resultados.
irritavel e | probidtico. Cada | lactea cultivada contendo | - Estudantes
depresséo participante  consumiu | lactobacillus de cepas | universitarios
subliminar. duas garrafas de leite | duplas por meio de sua | foram afetados

cultivado todos os dias. | regulacdo de | por estresse

biomarcadores relevantes é | académico,
Periodo de intervengdo: | um potencial agente | impactando
12 semanas profilatico  antidepressivo | cortisol e funcao
para pacientes com Sl em | intestinal.

Probiotico/composicédo: | risco.

Lactobacillus

acidophilus,

Lactobacillus paracasei

e Lactobacillus casei.
Avaliar o | Ensaio multicéntrico, | - Suplementacéo probidtica | - Auséncia do | BELLOMO, A. R. et

impacto de 6
meses de
suplementag
ao com
probiotico na
incidéncia,

no primeiro
ano de vida,

randomizado,
prospectivo e controlado

164 criangas nascidas
por cesarea (versus 249
controles néo tratados).

reduziu dermatite atopica,
infeccbes respiratérias e
sintomas dispépticos.

- Aumento da a-
biodiversidade da
microbiota intestinal e de
filos e géneros benéficos
(Bacteroidota,

duplo-cego e

controle com
placebo,
afetando a
validade dos
resultados.

- Menor nimero
de bebés no

al. Effect of
Bifidobacterium
Bifidum
Supplementation in
Newborns Born
from Cesarean
Section on Atopy,
Respiratory  Tract
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de atopia,
infeccbes do
trato
respiratorio e
sindromes
dispépticas

Periodo de intervencéo:
6 meses

Probiotico/composicéao:
B. bifidum

Actinomycetota,
Bacteroides,
Bifidobacterium).

- Reducéo de
Escherichia/Shigella e
Haemophilus.

- Suplementacdo com B.
bifidum por 6 meses reduziu
o risco de disbiose intestinal
em criangas nascidas por
cesarea, com beneficios
observados até 6 meses
apos.

grupo tratado,
prejudicando a
comparagao.

- Analise
limitada da
microbiota em
poucos bebés e
em apenas dois
momentos.

- Auséncia de
amostras fecais
do grupo
controle no
inicio, limitando
a andlise
comparativa.

Infections, and
Dyspeptic
Syndromes: A
Multicenter,
Randomized, and

Controlled Clinical
Trial.
Microorganisms,
v. 12, n. 6, p. 1093,
2024.

Avaliar o | Ensaio clinico | - O estudo confirmou que a | - A intervencdo | FARAMIA, J. et al.
impacto  da | randomizado, duplo- | IGFBP-2 € modulada pela | de 12 semanas | Effects of
suplementa¢ | cego, controlado por | restricdo energética e perda | pode ser muito | |acticaseibacillus
ao do | placebo. de peso. curta para | rthamnosus HA-114
probidtico - Mudancas nos niveis de | observar efeitos probiotic
nos  niveis | - Quantificacdo das IGEB_»P—Z nao foram | nos niveis de supplementation on
plasmaticos | concentragdes suficientes para melhorar | IGFBP-2. circulating IGEBP-2
f . A g
de IGFBP-2 | plasmaticas da proteina | parametros - Outras cepas levels  durin a
em de ligacdo do fator de | cardiometabdlicos apdés 12 | probidticas lori i tgd
individuos crescimento semelhante | S€manas,  mesmo  com | poderiam  ser | C&lOre-restricted
com a Insulina tipo 2 (IGFBP- suplementacao probidtica. | mais eficazes. diet in overweight
sobrepeso - Aumento na IGFBP-2 foi | - A restricio | humans. Journal of
i 2) em 100 adultos com . . . o

submetidos a ) associado a maior perda de | energética pode | Clinical &
uma sobrepeso/obesidade. peso, mas ndo a melhorias | ter mascarado | Translational
intervencao - Programa de redugéo cardiometabélic_as ou | os efeitos da | Endocrinology, p.
para perda de peso (-500 kcal/dia) comportamentais. suplementagéo 100357, 2024.
de peso. X - Falta de dados sobre | com L.

combinado com L. ; .

mudancas na microbiota e a | rhamnosus HA-

rhamnosus  HA-114 ou | 45 duragdo do estudo | 114.

placebo. limitam a andlise.

Periodo de intervengédo: | Mais estudos  sdo

12 semanas necessarios para investigar

a relacdo de longo prazo

Probiético/composicdo: | €ntre a microbiota intestinal

L.rhamnosus HA-114 e IGFBP-2.
Avaliar a | Ensaio clinico | - A suplementagcdo com | - Estudo piloto | CHU, P. Y. et al.
efichcia do | randomizado, duplo- | Lactobacillus bulgaricus | com amostra | The Efficacy of
probidtico na | cego e controlado por | hdo afetou peso, gorduraou | pequena, o que | Lactobacillus
melhora  do | placebo. IMC, mas reduziu | pode afetar a | delbrueckii ssp.
peso significativamente os niveis | significancia bulgaricus
corporal, 36 participantes com | de triglicerideos no sangue. | estatistica. Supplementation in
resultados sobrepeso foram | - A reducdo foi observada | - Duracdo curta | Managing Body
relacionados | aleatoriamente nas fracGes de triglicerideos | (12 semanas) | Weight and Blood
a obesidade | designados para um | nas lipoproteinas de baixa | que limita a | Lipids of People
e perfis | grupo  probiético ou | densidade (VLDL) e de alta | andlise de | with Overweight: A
lipidicos de | placebo. densidade (HDL). efeitos a longo | Randomized Pilot
pessoas com prazo. Trial. Metabolites,
sobrepeso. Periodo de intervencéo: - Falta de | v. 14, n. 2, p. 129,

12 semanas analise da | 2024.

microbiota e
acidos graxos.
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Probiético/composicao:

L. bulgaricus
Determinar a | Um estudo | - ES1 e HT-ES1 reduziram | - Multicéntrico, | SRIVASTAVA, S. et
eficacia  do | randomizado, duplo- | significativamente a | mas com | al. A randomized
probiotico e | cego, controlado por | gravidade dos sintomas da | centros apenas | double-blind,
do pos- | placebo. SI-D (diarreia), medidos | no mesmo pais, | placebo-controlled
biético por escalas de gravidade, | limitando a | trial to evaluate the
tratado 200 participantes | qualidade de vida e dor | generalizacdo. safety and efficacy
termicament | divididos em trés grupos. | abdominal, em comparagéo | - Dieta néo | of live
e na melhora | Duas capsulas de ES1, | ao placebo. padronizada, Bifidobacterium
da gravidade | HT-ES1 ou placebo | - Primeiros resultados | podendo ter | longum CECT 7347
dos sintomas | foram administradas | positivos para | influenciado (ES1) and heat-
em adultos | oralmente, uma vez ao | probidticos/pds-bitticos sintomas da Sll | treated
com dia. dessa cepa na populagéo | devido a | Bifidobacterium
sindrome do estudada. variaveis como | longum CECT 7347
intestino Periodo de intervencéo: fibras, lactose, | (HT-ES1) in
irritavel (SII). | 12 semanas parasitoses e | participants with
diferencas entre | diarrhea-
Probidtico/composicéo: populacdes. predominant
Bifidobacterium longum irritable bowel
CECT 7347 (ES1) e syndrome. Gut
Bifidobacterium longum Microbes, v. 16, n.
CECT 7347 pos-bidtico 1, p. 2338322,
tratado  termicamente 2024.
(HT-ES1).
Avaliar a | Estudo controlado, | A férmula com B. breve | - Dados | ALBA, C. et al
seguranca e | duplo-cego e | DSM32583 reduziu | incompletos Evaluation of Safety
0s efeitos | randomizado com dois | infeccdes que afetam os | sobre and Beneficial
anti- grupos. tratos gastrointestinais e | caracteristicas Health Effects of the
infecciosos respiratorios, aumentou | das fezes. Human-Milk Strain
do probidtico | Os bebés foram | bifidobactérias e acidos | - Recrutamento | Bifidobacterium
em um | aleatoriamente graxos de cadeia curta nos | de bebés aos 3 | breve DSM32583:
estudo piloto | designados para os | bebés, sem eventos | meses, An Infant Pilot Trial.
envolvendo grupos probiético (PG) | adversos, mostrando | limitando Nutrients, v. 16, n.
bebés de 3 | ou controle (GC). Todos | beneficios para a saude | generalizagédo 8, p. 1134, 2024.

meses de
idade.

0s bebés consumiram a
mesma férmula, embora
tenha sido
suplementada com a
cepa no PG. No geral,
160 bebés (80 por
grupo) terminaram a
intervencao.

Periodo de intervengéo:
12 semanas

Probiotico/composicéo:

intestinal.

para bebés mais
jovens.

- Comparacao
com estudos
anteriores que
iniciaram a
intervencao
mais cedo, o que
pode influenciar
a colonizacdo
intestinal.

Bifidobacterium  breve
DSM32583
Avaliar a | Ensaio clinico | Apés 12 semanas, 0 SKO- | O estudo foi | SHIN, S. M. etal. A
eficacia e a | randomizado, duplo- | 001 reduziu | limitado por ser | 12-Week, Single-
seguranca cego e controlado por | significativamente gordura | de centro Unico, | Centre,
do probiético | placebo corporal, lipidios e | ndo incluir | Randomised,
na reducdo adiponectina, sem causar | analise do Double-Blind,
da gordura | Foram incluidos 100 | reac8es adversas graves. E | microbioma, Placebo-Controlled
corporal. participantes seguro e eficaz, com |usar um teste Parallel-Design ’
randomizados em | potencial para mais testes | fecal impreciso e Clinical Trial for the
grupos SKO-001 ou | clinicos. ter duracéo ,
placebo (1:1). curta. Estudos | Evaluation of the
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Periodo de
intervencdo:12 semanas

Probiotico/composicéao:
Lactiplantibacillus
plantarum SKO-001

maiores e mais
longos séo
necessarios
para melhores
resultados.

Efficacy and Safety
of
Lactiplantibacillus
plantarum SKO-001
in Reducing Body
Fat. Nutrients, v.
16, n. 8, p. 1137,
2024.

Investigar os
efeitos de

Estudo randomizado, de
grupos  paralelos e

O grupo
apresentou

probiético
reducéo

O estudo incluiu
apenas adultos

SATO, S. et al
Effects of

probiéticos controlado por placebo. | significativa na gordura | saudaveis com | Bifidobacterium
na visceral abdominal, gordura | sobrepeso e ndo | longum BB536 and
composicdo | 100 participantes, com | total e triglicerideos, além | permite Bifidobacterium
corporal, IMC entre 23 e 30, foram | de uma menor elevacéo no | generalizacéo breve MCC1274 on
incluindo aleatoriamente IMC em comparagdo ao | para outras | Body Composition
gordura designados para o0s | grupo placebo. B. longum | populagdes. A |in  Normal and
visceral. grupos  probidtico ou | BB536 e B. breve MCC1274 | duracdo de | Overweight Adults
placebo, recebendo | demonstraram  beneficios | apenas 16 | in Randomized
capsulas na composicao corporal de | semanas Placebo-Controlled
correspondentes. adultos saudaveis e com | revelou efeitos, | Study. Nutrients, v.
sobrepeso. mas mais | 16, n. 6, p. 815,
Periodo de intervengéo: pesquisas sdo | 2024.
16 semanas necessarias
para diferentes
Probiético/composicéo: grupos e
Bifidobacterium longum periodos
subsp. longum (B. maiores.
longum) BB536 e
Bifidobacterium  breve
(B. breve) MCC1274
Avaliar 0 | Ensaio randomizado, | Apos 3 meses de | A epidemia de | TIAN, Y. et al
papel dos | duplo-cego, controlado | tratamento, os probiéticos | coronavirus Probiotics
probiéticos por placebo e de grupos | aumentaram a abundancia | reduziu 0 | combined with
no paralelos (RCT). microbiana intestinal, | nimero de | atorvastatin
tratamento alteraram a composicdo de | pacientes e | administration in the
da Trinta e trés pacientes | algumas bactérias e | dificultou a | treatment of
hiperlipidemi | com hiperlipidemia | reduziram os niveis de | coleta de | hyperlipidemia: A
a foram divididos em | colesterol total, | amostras, randomized,
grupos  probidtico e | triglicerideos e lipoproteina | resultando em | double-blind,
controle, recebendo | de baixa densidade (LDL- | um tamanho de | placebo-controlled
atorvastatina e | C). amostra menor | clinical trial.
tratamento adicional do que o | Medicine, v. 103, n.
com  probidticos ou esperado. 21, p. €e37883,
placebo, com amostras 2024.

coletadas para andlise.

Periodo de intervencéo:
12 semanas

Probiotico/composicéo:
(Lactobacillus casei -
Zhang, Bifidobacterium
animalis subsp. - lactis

V9 e Lactobacillus

plantarum - P -8)
Comparar as | Ensaio clinico | A intervencdo com LP | O estudo teve | HU, Y.C. et al.
alteracdes na | randomizado controlado. | N1115 aumentou a | um tamanho de | Effects of
microbiota, diversidade microbiana | amostra Lactobacillus
niveis de intestinal, melhorou  a | pequeno, foi | paracasei N1115 on
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fatores
inflamatorios
e funcéo
hepética
antes e
depois do
tratamento
probiotico em
pacientes

com cirrose
da hepatite b
(HBC).

160 pacientes com HBC

foram divididos
aleatoriamente em dois
grupos: intervencao

(suplementacédo de LP
N1115 + tratamento de
rotina) e controle
(apenas tratamento de
rotina).

Periodo de intervencéo:
12 semanas

Probiotico/composicéao:
Lactobacillus paracasei
(LP N1115)

funcdo hepatica e reduziu
fatores inflamatérios em
pacientes com HBC,
sugerindo um tratamento
promissor para
desequilibrios microbianos.

realizado em um
Unico centro e

careceu de
grupo de
controle com
tratamento,

limitando a

comparacgdo e a
generalizacao
dos resultados.
Faltou
estratificacdo
para diferentes
condicdes, e sdo
necessarios
mais estudos
multicéntricos.

gut microbial
imbalance and liver
function in patients
with  hepatitis B-
related cirrhosis.
World Journal of
Gastroenterology,
v. 30, n. 11, p. 1556,
2024.

Investigar os

Ensaio randomizado

Probibticos orais testados

O estudo teve

ZAKARIA, I. A. et al.

efeitos da | controlado por placebo. | melhoraram a saide mental | um tamanho de | The role of
suplementag e potencialmente reduziram | amostra probiotics in
& de 3 |Umtotalde 72 pacientes | o uso de anti-inflamatérios | pequeno,  Nn&o | improving
meses com | (36 pacientes em cada | nao esteroides (AINES); no | avaliou 0 | menstrual health in
probidticos braco) foram | entanto, ~ ndo  houve | impacto Na | \yomen with primary
orais na | randomizados para | mudanca significativa nos | microbiota d hoea: A
qualidade de | receber sachés orais | marcadores inflamatérios. intestinal e nao | 2Y>Menormoea:
vida e | contendo probibticos ou considerou  0s randomlz_ed,
marcadores | placebo duas vezes ao efeitos confusos | double-blind,
inflamatérios | dia por 3 meses. dos AINEs. A | placebo-controlled
em mulheres adeséo foi | trial (the PERIOD
com Periodo de intervencéo: relatada de | study). Women's
dismenorreia | 12 semanas forma Health, v. 20, p.
primaria. tendenciosa, e a | 174550572412345

Probiotico/composicéo: avaliagcdo da | 24, 2024.

Lactobacillus gualidade de

acidophilus, vida foi limitada.

Lactobacillus casei, Além disso, o

Lactobacillus lactis, guestionario

Bifidobacterium bifidum, usado pode nado

Bifidobacterium longum ter  capturado

e Bifidobacterium bem a dor

infantis dismenorreica.
Avaliar a | Ensaio randomizado, | O estudo sugere que | Odiagnosticode | HSU, Y.C. et al.
Eficacia de | duplo-cego e controlado | probioticos podem | Alzheimer foi | Efficacy of probiotic

aumentar o] fator | feito sem | supplements on

suplementos
probidticos
no fator
neurotréfico
derivado do
cérebro,
biomarcador
es
inflamatorios,
estresse
oxidativo e
funcéo
cognitiva em
pacientes

por ativo.

O estudo envolveu 40
participantes, divididos
aleatoriamente em dois

grupos, cada um
tomando uma capsula
diaria contendo uma

combinacdo de cinco
cepas probidticas.
Avaliacbes de adeséo
foram feitas duas vezes
durante o estudo.

neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), reduzir o
estresse oxidativo e
aumentar antioxidantes,
oferecendo beneficios
potenciais para retardar o
declinio  cognitvo  em
pacientes com Alzheimer.

biomarcadores
atualizados, e
nao houve
acompanhamen
to pos-
tratamento,

limitando a
compreensao

dos efeitos a
longo prazo.

brain-derived
neurotrophic factor,
inflammatory
biomarkers,
oxidative stress and
cognitive function in
patients with
Alzheimer’s
dementia; A 12-
week randomized,
double-blind active-
controlled study.
Nutrients, v. 16, n.
1, p. 16, 2023.
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com Periodo de intervencéo:
deméncia de | 12 semanas

Alzheimer

(DA). Probiotico/composicéao:

B. longum subsp. infantis
BLI-02, B. breve Bv-889
e B. animalis subsp.
lactis CP-9, B. bifidum
VDDO088 e L. plantarum
PL-02

Fonte: Autoria propria, 2024.

Dos dezenove artigos analisados, dois (10,52%) eram ensaios clinicos
randomizados, duplo-cegos e controlados por ativo, conforme descrito por Hsu et al.
(2024) e Hu et al. (2024). Outros trés (15,78%) eram ensaios clinicos randomizados
controlados por placebo, de acordo com Zakaria et al. (2024), Zhou et al. (2024) e Bai
et al. (2024). Além disso, um estudo (5,26%) era randomizado, com grupos paralelos
e controlado por placebo, como indicado por Sato et al. (2024). Dois artigos (10,52%)
foram ensaios clinicos randomizados, duplo-cegos, controlados por placebo e com
grupos paralelos, conforme Tian et al. (2024) e Zarqawi et al. (2024). Outro estudo
(5,26%) era duplo-cego, randomizado e controlado com dois grupos, como relatado
por Alba et al. (2024). Um estudo era randomizado duplo-cego, de acordo com Shen
et al. (2024). Também houve um ensaio multicéntrico (5,26%) que foi randomizado,
prospectivo e controlado, segundo Bellomo et al. (2024). Outro estudo multicéntrico,
randomizado, duplo-cego e controlado por placebo, como indicado por Glogowska-
Szelag et al. (2024). Finalmente, sete (34,84%) dos ensaios clinicos foram
randomizados, duplo-cegos e controlados por placebo, conforme Chu et al. (2024), Xu
et al. (2024), Faramia et al. (2024), Srivastava et al. (2024), Shin et al. (2024),
Wanitsuwan et al. (2024) e Spasova et al. (2024)

Apenas cinco estudos (26,31%) excederam o periodo de 12 semanas de
intervencao: Dois com duragédo de 16 semanas (Sato et al., 2024; Shen et al., 2024),
dois com 6 meses (Bellomo et al., 2024; Wanitsuwan et al., 2024) e um com 12 meses
(Glogowska-Szelag et al., 2024). O namero de participantes nos estudos variou de 30
(Spasova et al., 2024; Wanitsuwan et al., 2024) a 200 (Xu et al., 2024; Srivastava et
al., 2024). Os estudos objetivaram investigar os efeitos da suplementacdo com
probioticos em diversas condi¢cdes e populacdes. As intervencdes foram realizadas
em contextos variados, incluindo: doenca de Alzheimer (Hsu et al.,, 2024),
dismenorreia primaria (Zakaria et al., 2024); cirrose hepatica associada a hepatite B

(Hu et al., 2024); hiperlipidemia (Tian et al., 2024); adultos saudaveis e com sobrepeso
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ou obesidade (Sato et al., 2024; Shin et al., 2024; Bai et al., 2024); bebés saudaveis
(Alba et al., 2024; Shen et al., 2024); adultos com sindrome do intestino irritavel
(Srivastava et al., 2024); adultos com sobrepeso (Chu et al., 2024); individuos com
sobrepeso em intervencédo para perda de peso (Faramia et al., 2024); criancas
nascidas por cesarea (Bellomo et al., 2024); adultos com sindrome do intestino irritavel
com humor normal e depressao leve (Zarqawi et al., 2024); adultos saudaveis (Xu et
al., 2024); pacientes com cancer de ovério (Zhou et al., 2024); doenca mineral 6ssea
(DMO) em mulheres na pés-menopausa (Glogowska-Szelag et al., 2024); pacientes
com histérico de doenca cardiovascular aterosclerdtica (Spasova et al., 2024) e
pacientes com cancer colorretal prévio de grau Il e lll em um ensaio clinico
(Wanitsuwan et al., 2024).

Nove estudos (47,36%) avaliaram os resultados da suplementagdo com mais
de uma cepa de probiotico (Hsu et al., 2024; Zakaria et al., 2024; Tian et al., 2024,
Sato et al., 2024; Srivastava et al., 2024; Sarqawi et al., 2024; Wanitsuwan et al., 2024;
Glogowska-Szelag et al., 2024; Shen et al., 2024). O género de probiético mais
investigado foi o Bifidobacterium presente 57,89% dos trabalhos incluidos (Hsu et al.,
2024; Zakaria et al., 2024; Tian et al., 2024; Sato et al., 2024; Alba et al., 2024;
Srivastava et al., 2024; Bellomo et al., 2024; Zhou et al., 2024; Xu et al., 2024; Bai et
al., 2024; Shen et al., 2024). Apenas um estudo utilizou a combinac¢éo de um probidtico
com um poés-bidtico (Srivastava et al., 2024). Dezesseis trabalhos (84,21%),
apresentaram resultados benéficos apds a intervencdo com probi6ticos no ponto
investigado no experimento. Em contraste, trés estudos (15,78%) ndo encontraram
diferencas significativas entre o grupo experimental e o grupo controle apés a
intervencdo (Faramia et al., 2024; Zakaria et al., 2024; Shen et al., 2024). Entre os
estudos analisados, foram observados alguns resultados positivos comuns: Trés
estudos (Chu et al., 2024; Sato et al., 2024; Tian et al., 2024), que representam
15,78% dos estudos, relataram efeitos positivos na reducdo dos niveis de
triglicerideos. Cinco estudos (Bellomo et al., 2024; Alba et al., 2024; Tian et al., 2024;
Hu et al., 2024; Wanitsuwan et al., 2024), correspondendo a 26,31% dos estudos,
observaram aumentos na diversidade ou no reequilibrio microbiano intestinal,
resultado que converge com o que foi relatado em outros ensaios (Gan et al., 2024;
Mullish et al., 2024). Trés trabalhos (Shin et al., 2024; Sato et al., 2024; Bai et al.,
2024), encontraram efeitos positivos na reducdo da gordura corporal. Dois estudos

(Sarkawi et al., 2024; Srivastava et al., 2024), correspondendo a 10,52% dos
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trabalhos, relataram uma reducao na gravidade dos sintomas da sindrome do intestino
irritdvel ou de sindromes dispépticas, Mullish et al., (2024) confirmam os mesmos
efeitos, relatando a capacidade dos probiéticos de desempenhar um papel benéfico
no tratamento da Sll por meio de melhorias no estado gastrointestinal e habitos
intestinais. Esses resultados indicam éareas comuns de eficacia nas situacbes
investigadas e refletem tendéncias gerais observadas nos estudos.

A maioria das limitagfes citadas nos trabalhos estd associada a trés aspectos
principais: seis artigos (31,57%) destacam a limitacdo ou falta de uma andlise
detalhada da microbiota (Bellomo et al., 2024; Faramia et al., 2024; Chu et al., 2024,
Shin et al., 2024; Zakaria et al., 2024; Glogowska-Szelag et al., 2024) essa é uma
limitacdo encontrada em outros artigos que possuem microrganismos probidticos
como objeto de estudo (Noori et al., 2024; Zhang et al., 2024); seis artigos (31,57%)
mencionam a curta durac¢do do estudo como uma limitacéo (Faramia et al., 2024; Chu
et al., 2024; Shin et al., 2024; Sato et al., 2024; Glogowska-Szelag et al., 2024; Bai et
al., 2024) fator que também foi observado no estudo de Hashemi-Mohammadabad et
al., (2024) e seis estudos (31,57%) identificam o tamanho pequeno da amostra como
uma limitacdo (Chu et al., 2024; Hu et al., 2024; Zakaria et al., 2024; Bai et al., 2024;
Spasova et al., 2024; Wanitsuwan et al., 2024). Essas limitacdes refletem desafios
significativos na interpretacdo e generalizacdo dos resultados. Considerar essas
questdes é crucial para futuras pesquisas, visando melhorar a validade e a

aplicabilidade dos achados.

2.4 Concluséo

A compilacdo dos dados sobre os efeitos terapéuticos dos probiodticos
presentes no kefir revelou avancgos significativos. Embora 84,21% dos estudos
indiguem beneficios claros, como melhorias na microbiota intestinal, reducdo de
gordura corporal e triglicerideos, algumas limitacbes merecem destaque. A andlise
detalhada da microbiota, a duragdo das intervencbes e o tamanho reduzido das
amostras foram apontados como desafios que comprometem a generalizacdo dos
resultados.

Para superar essas limitagdes, estudos futuros devem priorizar intervencoes de
maior duragdo e amostras mais robustas, além de aprofundar a analise das cepas
probidticas e suas interacdes especificas com o microbioma. E essencial também

controlar rigorosamente fatores de confuséo, como dieta e estilo de vida, e empregar
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metodologias mais rigorosas, como ensaios clinicos randomizados duplo-cegos com
controle por placebo. Adicionalmente, a avaliacdo de variacbes nos efeitos
terapéuticos em diferentes populagfes e condicbes de saude € crucial para delinear
melhor as aplica¢des praticas dos probioticos.

Portanto, a continuidade das pesquisas sobre o kefir e das cepas probidticas
presentes em sua composicdo, sao indispensaveis para consolidar o conhecimento
sobre seus beneficios, fornecendo uma base soélida para aplicacdes clinicas e

ampliando a compreensao de seu impacto na saude humana.
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REVISAO DE LITERATURA - CAPITULO 2

3 Artigo 2 - Métodos de producdo e regulamentacdo do kefir

RESUMO

Objetivo: Analisar os métodos de producéo/fermentacao do kefir, com foco na
perspectiva industrial e nas implicacdes para a qualidade diante da legislacdo do
produto. Revisdo Bibliografica: Foram encontrados dois métodos principais para a
producao de kefir: o tradicional, que envolve a fermentacdo dos grdos com substrato
a temperatura ambiente e a posterior separagéo por filtracédo, e o industrial, que inclui
métodos como o russo e o backslopping, que utilizam parte da bebida fermentada
como cultura iniciadora para novos lotes. Esses métodos enfrentam desafios na
padronizacado e na preservacao da microbiota do produto final, o que néo é aceito pela
legislacdo brasileira. Em contraste, processos de secagem, como spray dryer e
liofilizacdo ou ainda técnicas de microencapsulacdo e o uso de culturas starter
padronizadas, surgem como alternativas inovadoras e promissoras para resolver
esses problemas. A liofilizacdo destaca-se por preservar melhor as propriedades
microbiolégicas do kefir, embora apresente desvantagens, por ter custos elevados e
exigir mais tempo para realizar o processo. Consideracées finais: E essencial adotar
tecnologias avancadas e promover pesquisas continuas, com colaboracdo entre
produtores, pesquisadores e reguladores, para aprimorar a producdo industrial do
produto e garantir conformidade com as normas regulatorias.

Descritores: Kefir; Producdo de alimentos; Liofilizacdo; Fermentacéo.
ABSTRACT

Objective: Analyze kefir production/fermentation methods, focusing on the
industrial perspective and the implications for quality in light of product legislation.
Bibliographical Review: Two main methods were found for the production of kefir: the
traditional one, which involves the fermentation of grains with substrate at room
temperature and subsequent separation by filtration, and the industrial one, which
includes methods such as Russian and backslopping, which they use part of the
fermented drink as a starter culture for new batches. These methods face challenges
in standardizing and preserving the microbiota of the final product, which is not
accepted by Brazilian legislation. In contrast, drying processes, such as spray drying
and freeze-drying or even microencapsulation techniques and the use of standardized
starter cultures, emerge as innovative and promising alternatives to solve these
problems. Freeze-drying stands out for better preserving the microbiological properties
of kefir, although it has disadvantages, as it has high costs and requires more time to
carry out the process. Final considerations: It is essential to adopt advanced
technologies and promote continuous research, with collaboration between producers,
researchers and regulators, to improve the industrial production of the product and
ensure compliance with regulatory standards.

Descriptors: Kefir; Food production; Freeze drying; Fermentation.
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3.1 Introducéao

A crescente preocupacdo com a saude e o estilo de vida saudavel tem levado
muitas pessoas a buscarem uma constante atualizacdo sobre os alimentos que
consomem, visando a transformacéo de seus padrdes de vida (Pimentel et al., 2021).
Esta mudancga de paradigma reflete uma conscientizagdo cada vez maior sobre a
relacéo entre nutricdo e bem-estar, o que impulsiona uma valorizacéo significativa da
importancia de alimentos que promovam beneficios adicionais a saude, além de
fornecerem nutrientes essenciais (Giuffre, 2024).

Nesse contexto, os alimentos funcionais tém conquistado um destaque cada
vez maior, ndo apenas no consumo cotidiano, mas também como objeto central de
diversas pesquisas cientificas e iniciativas da industria alimenticia. Esses alimentos,
desempenham um papel relevante na prevencao de doencas e na promocdo de uma
melhor qualidade de vida. Dentro desse amplo universo de alimentos funcionais, 0s
probiéticos se destacam como um dos grupos mais estudados, devido ao impacto
positivo que exercem na microbiota intestinal e, consequentemente, na saude geral
do organismo, sendo frequentemente investigados por seu potencial em auxiliar na
superacéo de diversos desafios atrelados a saude (Tavares et al., 2022).

O kefir, que se enquadra como um alimento funcional probiotico, tem sido
tradicionalmente produzido pela fermentacdo de leite ou &gua utilizando graos
simbidticos formados por uma complexa comunidade de bactérias acido-laticas e
leveduras. Este alimento se destaca por ter microrganismos probidticos e nao
probiéticos em sua composicdo, além da sua capacidade de beneficiar a saude
intestinal. Tal relevancia é reforcada pela regulamentacéo brasileira vigente, como a
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que, desde 2007,
estabelecem exigéncias rigorosas quanto a contagem minima de microrganismos
vivos presentes no produto final (Brasil, 2007). Estudos cientificos apontam que o
consumo regular de kefir pode trazer uma série de beneficios a saude, incluindo o
fortalecimento do sistema imunoldgico, o equilibrio da microbiota intestinal e a
prevencao de doencgas metabolicas, corroborando seu valor funcional (Rosa, 2017).

Entretanto, apesar de sua popularidade e reconhecidos beneficios, a producao
de kefir em larga escala apresenta desafios significativos que demandam atencéo e
inovacéo. Entre as principais dificuldades estdo a irregularidade nos processos de

fermentacdo, que pode comprometer a uniformidade do produto, e o controle de
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qualidade, especialmente no que se refere a preservacdo das espécies-chave de
microrganismos ao longo do processo fermentativo. Esses desafios técnicos,
ressaltam a necessidade urgente de aprimoramentos metodoldgicos e solucdes
tecnologicas que possam garantir maior eficiéncia, estabilidade do produto e plena
conformidade com a regulamentacéo brasileira, visando atender as exigéncias do
mercado e as expectativas dos consumidores (Nielsen et al., 2014).

Diante do exposto, esta revisdo narrativa tem como objetivo aprofundar e
ampliar o debate acerca dos métodos utilizados para a producéo de kefir em escala
industrial no contexto nacional, um tema que ganha relevancia a medida que a
demanda por alimentos funcionais cresce de forma expressiva. A analise proposta
abrange os desafios especificos associados a essas metodologias, que incluem
questdes técnicas, econdmicas e regulatorias, a0 mesmo tempo em que explora
alternativas tecnoldgicas inovadoras e promissoras que possam contribuir para a
superacao dessas barreiras. Ademais, a revisdo busca evidenciar 0os aspectos que
ainda necessitam de aprimoramentos, seja no ambito dos processos produtivos, na

qualidade e na adaptacdo as normas estabelecidas.

3.2 Metodologia

Este estudo trata-se de uma revisdo narrativa. A revisdo narrativa caracteriza-
se por sua abordagem ampla, descritiva e discursiva, voltada para a andlise e
interpretacdo de producdes cientificas existentes sobre um tema especifico, seja em
termos tedricos ou contextuais. Esse tipo de reviséo facilita a identificacdo de lacunas
no conhecimento e serve como base para futuras pesquisas, permitindo ao leitor
atualizar-se sobre uma tematica de forma objetiva e em curto prazo (Atallah; Castro
et al.,1997).

3.2.1 Pergunta norteadora

Neste trabalho, pretendeu elucidar o seguinte questionamento: “Qual é o
impacto dos métodos predominantes de producédo do kefir na sua complexidade
microbiana, considerando a perspectiva industrial, e quais sado as alternativas

propostas para mitigar os desafios associados a esses métodos?".

3.2.2 Material de estudo
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Para realizacdo desta revisdo, foram utilizados artigos, publicados entre 2004
e 2024, retirados das seguintes bases de dados: Scientific Electronic Library Online
(SciELO), PubMed (MEDLINE), Science Direct e Scopus através da plataforma
Periédicos CAPES. Para pesquisa eletrénica nas bases de dados foram utilizados
descritores selecionados a partir dos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e incluem publicacbes em inglés, portugués e
espanhol.

Os descritores utilizados foram “Kefir’, “Food production”, “Freeze drying”;
“Fermentation”, utilizando o operador booleano “AND” entre as palavras. Quando
combinados dois a dois, utilizando "Kefir" como descritor fixo, revelaram um nimero
inicial total de artigos disponiveis e este foi coletado a cada busca e a cada
combinacao. A partir deste momento foram aplicados os critérios de inclusao (periodo
de publicacao, artigos de pesquisa, artigos de revisdo e acesso livre) para filtragem
inicial, coletando-se o numero de artigos disponiveis. Posteriormente foi utilizado o
Fluxograma PRISMA - 2020 (Paje et al, 2021) a fim de eleger os trabalhos que
compdem esta revisao.

Apoés a selecao inicial, através da leitura do titulo e resumo, e nesta triagem
excluidos do numero inicial os artigos duplicados e que nédo atendiam aos critérios de
inclusdo, seguiu-se para a leitura completa dos trabalhos aplicando-se os demais
critérios de inclusdo: Artigos que descrevessem o método de producdo utilizado;
artigos que utilizassem métodos tradicionais ou industriais para producdo do kefir;
artigos que trouxessem inovacdes referentes a métodos de producdo em escala
industrial do kefir e exclusdo: Carta ao editor; capitulos de livros; trabalhos de
conclusao de curso; resumos de congresso; editoriais e congéneres. Para obtencéo
dos estudos que atendessem aos objetivos desta revisdo. Foram eleitos ao final, os
estudos que apos aplicacdo de critérios de inclusdo e exclusdo respondessem a
guestao norteadora. Foram coletados dados sobre o nimero de trabalhos inicialmente
relacionados em cada base de dados e o numero de exclusdes a cada etapa do
processo de selecao.

A partir do cruzamento dos descritores, inicialmente, obteve-se 10.983 artigos
inicialmente, e com aplicacdo dos filtros iniciais foram considerados 2.048 trabalhos
para analise inicial nesta revisdo. Para o refinamento seguiu-se as etapas do
fluxograma (Fluxograma 1) e ap0os leitura criteriosa foram eleitos 19 trabalhos para

elaboracao desta reviséao de literatura.
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Fluxograma 1 - Fluxograma do processo de selecéo eletrénica nas bases de dados para

obtencao de artigos para revisdo narrativa.

Estudos identificados inicialmente nas bases de dados n= 10.983
PUBMED (MEDLINE): 1.355
SCIELO: 36
SCIENCE DIRECT: 8.174

SCopPUS:. 1418

Apos aplicacao dos Tiliros Iniciais para Inclusao e exclusao = 2.048
PUBMED (MEDLINE): 389
SCIELO: 13
SCIENCE DIRECT: 1.088
SCOPUS: 558

Triagem

APOS LEITURA DE TiTULOS E RESUMOS
10 artigos excluidos
por duplicidade e 8

PUBMED (MEDLINE): 11 artigos excluidos por
nao corresponderem
SCIELO: 3 - aos critérios de

inclusao.

Critérios de inclusdo e exclusao = 37

SCIENCE DIRECT: 13
SCOPUS: 10

Elegibilidade

|

LEITURA DE ARTIGOS NA INTEGRA
Aplicacao de critérios de inclusdo e exclusdo n= 19
SCIELO: 0
PUBMED (MEDLINE): 5
SCIENCE DIRECT: 10

SCOPUS: 4

Incluidos

Artigos incluidos na revisao apds leitura completa n= 19
SCIELO: 0
PUBMED (MEDLINE): 5
SCIENCE DIRECT: 10
SCOPUS: 4

Fonte: Autoria propria, 2024.
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3.3 Revisao de literatura

Importancia da qualidade microbiolégica do kefir segundo a legislagéo

brasileira

No que tange a relevancia da qualidade microbiolégica diante da legislacdo sobre
kefir, a composi¢c&o microbiana dos gréos pode variar de acordo com diversos fatores,
incluindo a origem geografica, o tempo de fermentacgdo, o substrato utilizado para a
multiplicacdo, os métodos de incubacéo e crescimento dos gréos, assim como 0s
procedimentos empregados em sua manipulacédo (Altlay et al., 2013). Os graos de
kefir consistem em trés grupos de microrganismos que coexistem em uma relacao
simbidtica. A diversidade desses microrganismos inclui bactérias acido-laticas,
bactérias acido-acéticas e leveduras, 0s quais coexistem em uma matriz composta
por um polissacarideo natural conhecido como kefiran (Puerari et al., 2012).

As propriedades funcionais do kefir derivam dos microrganismos probiéticos que o
compdem e da interacdo desses microrganismos com o0 microbioma humano, além
das suas propriedades nutricionais reconhecidas (Giuffre, 2024), consequentemente,
uma parte significativa das diretrizes estabelecidas pelo regulamento técnico de
identidade e qualidade para leites fermentados do Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento, destinado também ao kefir, enfoca as caracteristicas

microbioldgicas essenciais. Entre essas especificacdes, inclui-se a exigéncia de uma

contagem minima de 107 unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g) de

bactérias laticas totais e uma contagem minima de 10* (UFC/g) de leveduras
especificas. Adicionalmente, o regulamento requer a pesquisa por microrganismos do
grupo de Coliformes/g (30°C), Coliformes/g (45°C) e Bolores e leveduras/g nao
especificos, com o intuito de fiscalizar o controle higiénico sanitario (Brasil, 2007).

No que diz respeito a identidade, a mesma define kefir como o produto cuja
fermentacao é realizada com cultivos acido-laticos elaborados a partir de gréos de
kefir, envolvendo espécies bacterianas como Lactobacillus kefir, bem como
variedades dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter, responsaveis pela
producédo de acido latico, etanol e dioxido de carbono. Os gréos de kefir, por sua vez,
consistem em uma complexa comunidade microbiana que engloba leveduras
fermentadoras de lactose, como Kluyveromyces marxianus, e leveduras nao

fermentadoras de lactose, como Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces
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cerevisae e Saccharomyces exiguus, além de bactérias como Lactobacillus casei,
Bifidobacterium sp e Streptococcus salivarius subsp thermophilus (Brasil, 2007).

Além dos parametros microbiologicos, a legislacdo brasileira também busca
promover a padronizacao e a qualidade sensorial do kefir. Caracteristicas como sabor,
aroma e textura estao intrinsecamente ligadas ao equilibrio entre os microrganismos
gque compdem 0s grédos e o substrato utilizado para a fermentacdo, podendo ser
influenciadas por variagcbes no processo de fabricacdo. Esta regulamentacao,
portanto, visa ndo apenas garantir a seguranca alimentar, mas também preservar a
identidade do kefir como um produto tradicional e funcional, reconhecido por suas
propriedades probidticas e beneficios a salde. Este enfoque € essencial para
assegurar a confianca dos consumidores e fomentar o crescimento sustentavel do
mercado de produtos fermentados no Brasil (Dodo et al., 2023).

Logo, é evidente que a legislacéo brasileira destaca fortemente as caracteristicas
microbiolégicas do kefir, expondo que sua importancia esta relacionada as
propriedades funcionais do produto. Assim, é essencial escolher com cuidado o
método de producao, pois ele pode afetar a quantidade e a identidade microbioldgica

do produto final.

Comparacdo dos métodos de producdo de kefir: tradicional, russo e

backslopping

Foram encontradas duas abordagens principais para a producao de kefir: o método
tradicional e o industrial (Kim et al., 2018). No método tradicional, os gréos de kefir
sao incubados juntamente com o substrato, que foi previamente pasteurizado ou
fervido, e resfriado em temperatura ambiente. A fermentacdo pode se estender por 24
horas até atingir um pH acido, momento em que 0s graos sao retirados por meio de
filtracdo. O produto final € o kefir, que deve ser armazenado refrigerado. Os graos
removidos podem ser reutilizados para iniciar novas producdes de kefir (Rosa et al.,
2017; Farag et al., 2020), esse processo € demonstrado na Figura 1.

Os graos de kefir tém a capacidade de se reproduzir a medida que séo cultivados.
Inicialmente, observa-se um aumento de tamanho, seguido pela subdivisdo em novos
grdaos que mantém o equilibrio microbiolégico presente nos grédos originais.
Normalmente, o crescimento meédio diario dos gréos € de aproximadamente 5% para
os gréaos de leite e cerca de 45% para os graos de agua. Contudo, é importante notar

gue esse crescimento pode ser influenciado por diversos fatores, como a nao lavagem
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dos graos, a auséncia de pressao na peneira e a agitacdo periddica do frasco de

fermentacao durante o processo (Azizi, 2021).

Figura 1 - Processo de producéo do Kefir pelo método tradicional, a partir de graos.

S
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fermentada e posteriormente,
serdo utilizados para inoculagao
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Fonte: Autoria Propria, criado com BioRender.com (2024)

A presenca de fermentacéo latica e alcodlica no kefir contribui para aumentar sua
bioacessibilidade, tornando-o mais nutritivo. Durante a fermentacdo a temperatura
ambiente, ocorre a protedlise das proteinas do leite, que sdo quebradas em peptideos
menores, resultando no acumulo de aminoacidos o que torna a bebida mais facilmente

digestivel em comparacdo com o leite original. Na fase de maturacdo, enquanto o
alcool e o CO; séo produzidos, ocorre também o acumulo de vitaminas do complexo

B. Essas vitaminas sdo caracteristicas do metabolismo das leveduras presentes no
processo de fermentacao, adicionando ainda mais valor nutricional ao kefir (Leite et
al., 2013).

Uma alternativa ao método de producao no ambito industrial € o conhecido "método
russo”. Nesse método, utiliza-se o produto resultante da retirada dos gréos de kefir
apos a primeira fermentacdo como cultura iniciadora, possibilitando fermentacdes em

sequéncia (Nielsen et al., 2014) Esse processo € demonstrado na Figura 2.
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Figura 2 - Processo de producéo do kefir pelo método industrial a partir do método Russo.
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Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com (2024)

Além dos métodos tradicional e russo, destaca-se também o método backslopping
como uma alternativa amplamente utilizada em pequenas producdes e industrias
artesanais de kefir. No backslopping, parte do kefir produzido (sem a presenca dos
graos) € utilizada como inéculo para novas fermentacbes. Este processo é
demonstrado na Figura 3. O backslopping se assemelha ao método russo em termos
de reutilizacdo de culturas, mas possui uma diferenca crucial: enquanto o método
russo se baseia na retirada dos graos para a obtenc¢éo do in6culo, o backslopping usa
o produto fermentado como um todo, o que pode influenciar na composicao
microbiana e na consisténcia do produto final ao longo de ciclos consecutivos (Farag
et al., 2020). Embora seja uma técnica pratica e de menor custo, sua desvantagem
esta na reducdo gradual da diversidade microbiana, podendo comprometer as
propriedades probidticas ao longo do tempo (Azizi, 2021).

Os métodos russos e backslopping sédo frequentemente preferidos em contextos
em que ha necessidade de escalonamento da producdo sem uma dependéncia direta
dos grédos de kefir. No entanto, ambos apresentam desafios em relacdo a
padronizacdo microbioldgica e sensorial do produto final. A auséncia dos gréos
durante fermentagbes subsequentes pode alterar o perfil simbiodtico original,
resultando em mudancas na producdo de metabdlitos secundarios, como acidos
organicos e vitaminas do complexo B. Por outro lado, o método tradicional, apesar de

ser mais laborioso e passivel de contaminacdo cruzada, preserva a biodiversidade



45

dos microrganismos e mantém as caracteristicas sensoriais e nutricionais originais do

kefir, sendo amplamente adotado em producBes domésticas e artesanais onde a
autenticidade do produto é priorizada (Kim et al., 2018).

Figura 3 - Processo de producéo do kefir pelo método industrial a partir do método backslopping.
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Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com (2024)

Todos os métodos citados compartilham de adversidades que prejudicam a

qualidade do produto final, tornando sua utilizacdo arriscada. O Quadro 1 evidencia
os desafios encontrados nesses métodos de producdao.
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Quadro 1- Métodos de producéo do kefir e os desafios encontrados no processo.

METODOS

DESAFIOS

AUTORES (ANO)

Método
tradicional a
partir de graos

Do ponto de vista industrial, a pratica ndo € atrativa, pois a
recuperacao dos grdos no final do processo é laboriosa e
pouco viavel em termos praticos. Além disso, a diversidade

Nielsen et al., 2014
Nambou et al., 2014

de kefir com | da microbiota presente nos grdos de kefir dificulta sua | Bozkir et al., 2024
substrato. utilizagcdo, resultando em fermentagBes que s&o lentas,

irregulares e afetam negativamente a padronizagdo do

produto final.
Método O processo pode gerar alteragdes microbianas no produto | Nielsen et al., 2014
industrial: final e algumas espécies-chave da fermentagdo podem ser

método russo.

perdidas ao longo do tempo, como Lentilactobacillus kefiri,
Lactobacillus kefiranofaciens e Lentilactobacillus parakefiri

Método O método também pode ocasionar mudangas na | Nielsen etal., 2014
mEjus_tnaI: comp03|ga? mlcroblana do p_roduto final, Ievando~a perda de Fernandes et al., 2022
Técnica de | certas espécies fundamentais para a fermentac&o ao longo

backslopping. do tempo.

Fonte: Autoria propria (2024)

Em sintese, a analise dos métodos de producédo de kefir — tradicional, russo e
backslopping — revela que cada abordagem enfrenta desafios significativos que
comprometem sua viabilidade industrial. O método tradicional, embora eficiente em
escala pequena, apresenta limitacdes na recuperacao e reutilizacdo dos graos, além
de dificuldades na uniformizacdo do produto final devido a variedade microbiana. O
método russo, embora permita fermentacdes em sequéncia, pode resultar em
alteracdes microbianas indesejadas, tendo como consequéncia a perda de espécies
essenciais para a caracterizacdo e qualidade do kefir. Por sua vez, a técnica de
backslopping, amplamente utilizada na industria, também enfrenta problemas
relacionados a variacdo na composi¢cao microbiana e na consisténcia do produto final,
gue vao sendo afetados aos poucos. Esses desafios evidenciam que, apesar dos
méritos individuais de cada método, a adaptagcdo e a implementacdo desses
processos em uma escala industrial ampla ainda sao problematicas. A complexidade
e as dificuldades associadas a manutencdo da identidade e qualidade do kefir
demonstram que esses métodos, na pratica, ndo se mostram viaveis para atender as

demandas da producéo industrial moderna.
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Portanto, a producéo de kefir em larga escala exige inovacdes que combinem os
beneficios das abordagens tradicionais com a eficiéncia requerida pela industria
moderna. A pesquisa por métodos hibridos, que unam a preservacéo da diversidade
microbiana dos gréos de kefir com a praticidade dos sistemas continuos, € uma das
principais areas de desenvolvimento. Alternativas como o uso de culturas starter
padronizadas, replicando a composi¢cdo simbidtica dos grédos originais, tém sido
propostas para superar as limitagdes de consisténcia e padronizagdo. Além disso, o
avanco em tecnologias de encapsulamento de microrganismos promete maior
controle sobre a diversidade microbiolégica e a viabilidade das culturas durante o
processo industrial (Nielsen et al., 2014; Azizi, 2021).

Outro ponto relevante a ser considerado € o desenvolvimento de regulamentacdes
especificas que sejam adequadas as particularidades e especificidades envolvidas no
processo de producao industrial do kefir. Essas regulamentacdes devem garantir, de
maneira integral, ndo apenas a seguranca microbiolégica dos produtos, mas também
a preservacao e a manutencao de suas propriedades funcionais e probiéticas, que
constituem seus principais beneficios para a saude.

A combinacdo estratégica entre 0os avangos tecnolOogicos mais recentes e a
implementacéao de legislacfes bem estruturadas pode representar uma solucao viavel
para expandir a producao de kefir em escala industrial. Esse cenario permitiria atender
a crescente demanda do mercado sem, no entanto, comprometer a autenticidade e
as caracteristicas nutricionais que tornam o kefir um alimento diferenciado e Unico.
Logo, ao alinhar inovacéo, tecnologia e diretrizes regulatorias eficientes, seria possivel
criar um ambiente favoravel para a producao em larga escala, assegurando qualidade,

seguranca e eficicia dos beneficios oferecidos por esse alimento funcional.

Abordagens inovadoras como substitutos a esses métodos

Alguns trabalhos indicam que a producdo industrial de kefir em paises como
Alemanha e Franca apresenta perspectivas promissoras. Nestes locais, a producéo
nao envolve diretamente os grdos de kefir ou uma porcéo do lote anterior, em vez
disso, é realizada a partir de uma cultura inicial que contém as bactérias e leveduras
presentes nos graos, geralmente liofilizada antes de ser utilizada (Rosa et al., 2017,
Kourkoutas et al., 2006).
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A liofilizacdo é um processo de secagem que envolve congelar o produto e, em

seguida, remover a umidade por sublimagéo sob vacuo, 0 que minimiza a exposi¢cao

das células microbianas a altas temperaturas. Como resultado, os microrganismos do

kefir sdo preservados de forma mais eficaz, mantendo sua capacidade de

sobrevivéncia e atividade metabdlica (Chen et al.,

demonstrado na Figura 4.
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Figura 4 - Processo de liofilizacdo do kefir.
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Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com (2024).

Outro método que vem sendo estudado é o de secagem por spray dryer, que ja é

amplamente utilizado na industria de laticinios devido ao seu custo relativamente

baixo e eficiéncia na remocao de umidade (Favilla, 2022). No entanto, estudos indicam

gue esse método quando aplicado a producao de kefir, pode resultar em perda de

aroma, sabor e viabilidade de microrganismos. Isso ocorre devido a exposicao

prolongada das células microbianas a altas temperaturas durante o processo de

secagem (De Almeida, 2024) Esse processo € demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 - Processo de secagem do kefir por spray dryer.
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Fonte: Autoria propria, criado com BioRender.com (2024).

Embora a liofilizagdo preserve melhor a qualidade microbiologica do kefir, seus
altos custos e tempo prolongado de processamento limitam seu uso. No entanto, dada
a importancia da qualidade microbiolégica para a saude do consumidor,
especialmente devido as propriedades probidticas do kefir, garantir a viabilidade das
bactérias e leveduras durante o processo € crucial (Conde-Islas, 2019) Assim, 0s
beneficios da liofilizacdo na preservagéo das propriedades do kefir justificam seu uso,
especialmente para produtos de alta qualidade destinados a consumidores que
valorizam os beneficios probiéticos (Kourkoutas et al., 2007).

Além da liofilizacdo, outras abordagens inovadoras tém sido exploradas como
alternativas para superar as limitacdes dos métodos tradicionais de producéo de kefir.
Uma dessas alternativas € o uso de microencapsulagédo, uma tecnologia que protege
as células microbianas em uma matriz polimérica, como alginato ou quitosana,
garantindo maior estabilidade e Vviabilidade durante o processamento,
armazenamento e consumo. A microencapsulacédo néo s6 preserva as caracteristicas
funcionais das bactérias e leveduras, como também permite sua liberacdo controlada
no ambiente intestinal, potencializando os beneficios probiéticos do kefir (Heidebach
et al., 2012). Essa técnica tem sido amplamente estudada como uma solucéo para
manter a qualidade microbioldgica dos probioticos, especialmente em mercados onde

a demanda por alimentos funcionais estd em constante crescimento.
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Outra abordagem promissora € o0 desenvolvimento de culturas starter
padronizadas, que replicam a composi¢cao simbiotica dos graos de kefir sem depender
diretamente deles. Essas culturas sdo formuladas com base em analises detalhadas
da microbiota dos graos originais, permitindo maior controle sobre a qualidade
microbiolégica e sensorial do produto final. Além disso, o uso de biorreatores
automatizados, combinados com sensores avancados para monitoramento em tempo
real, tem sido implementado em indUstrias de alimentos para otimizar 0s processos
de fermentacdo. Esses sistemas permitem ajustes precisos nas condi¢cdes de
fermentacdo, como pH, temperatura e oxigénio, garantindo a consisténcia do kefir
produzido em larga escala (Kourkoutas et al., 2006). Combinadas, essas inovacfes
tém o potencial de transformar a producao industrial de kefir, mantendo seus

beneficios tradicionais enquanto atendem as demandas do mercado moderno.

3.4 Consideracoes finais

Esta revisdo de literatura teve como foco a anélise dos métodos de producédo do
kefir, abordando tanto os aspectos microbioldgicos regulados pela legislacéo brasileira
guanto os desafios associados a implementacéo e a padronizacdo desses processos.
Foram discutidas diferentes abordagens de producéao, incluindo métodos tradicionais,
industriais e inovacdes tecnoldgicas, avaliando sua escalabilidade e vantagens dentro
de um contexto industrial.

A legislacdo brasileira estabelece padrdes rigorosos para a contagem viavel de
microrganismos no produto final, destacando a importancia da qualidade
microbiolégica ndo apenas para a seguranca alimentar, mas também para assegurar
os beneficios funcionais do kefir. Essa conformidade regulatéria é essencial para
garantir que o produto final atenda as expectativas de qualidade e funcionalidade do
consumidor. O cumprimento dessas normas também contribui para fortalecer a
confianga no mercado de alimentos fermentados, que tem apresentado um
crescimento significativo.

Durante a analise, foram enfatizadas tecnologias emergentes, como a liofilizagéo,
a microencapsulacéo e o uso de culturas starter padronizadas. Essas abordagens
oferecem solucdes promissoras para superar limitacdes relacionadas aos métodos
tradicionais, como a dificuldade de padronizacdo dos processos e a manutencao da
viabilidade microbiolégica durante o armazenamento. Além disso, essas tecnologias

promovem a escalabilidade e a eficiéncia, fatores essenciais para atender a crescente
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demanda por produtos funcionais no mercado global. A integracdo de praticas
inovadoras aos processos de producdo também pode melhorar a padronizacao
sensorial do produto, garantindo consisténcia em aspectos como sabor, aroma e
textura. Além disso, a adog¢do de solugdes tecnoldgicas possibilita um melhor
aproveitamento dos recursos naturais e aumenta a competitividade da inddstria de
kefir, alinhando-a com as tendéncias globais de sustentabilidade e eficiéncia
produtiva.

Por fim, reforca-se a importancia de fomentar mais pesquisas voltadas para a
otimizacdo dos métodos de producdo e preservacdo do kefir. A colaboracdo entre
produtores, pesquisadores e 6rgaos reguladores € crucial para superar os desafios
existentes e garantir a evolugcdo sustentdvel dessa industria. Essa sinergia é
necessaria para equilibrar a tradicdo e a inovacdo, assegurando ndo apenas a
qgualidade microbioldgica do kefir, mas também a sua identidade como um alimento
funcional, valorizado tanto por seus atributos sensoriais quanto pelos seus beneficios
a saude. Dessa forma, avanca-se rumo a um futuro promissor para a industria de
alimentos funcionais, especificamente os fermentados, atendendo as demandas de

um mercado cada vez mais exigente e diversificado.
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REVISAO DE LITERATURA - CAPITULO 3

4 Artigo 3 - Impactos da utilizagdo de sucos de frutas e extratos vegetais como
substratos no kefir

RESUMO

O kefir, uma bebida fermentada rica em microrganismos, é amplamente
reconhecido por seus beneficios a saude. Este estudo integrativo analisou literatura
recente (2020-2024) sobre o uso de sucos de frutas e extratos vegetais como
substratos na producdo de kefir, com foco nas propriedades fisico-quimicas,
microbiolégicas e nas condi¢cdes de fermentacdo. Dados extraidos de bases como
PubMed (Medline), SciELO, ScienceDirect, Scopus e Web of Science mostram que
substratos e condicdes de fermentacdo influenciam diretamente a viabilidade e
diversidade microbiana, bem como as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais do
produto. Contudo, ha caréncia de estudos abrangentes sobre controle de qualidade
microbiolégico e fisico-quimico, como analises de pH, sélidos soluveis, &cidos,
proteinas, carboidratos e atividade antioxidante, cruciais para avaliar o perfil funcional
e a estabilidade do kefir. No contexto brasileiro, é essencial investigar o uso de frutas
tropicais regionais com alto potencial funcional, além do reaproveitamento de seus
residuos como substratos, promovendo a sustentabilidade e a economia circular.
Esses estudos devem incluir a avaliacao da bioacessibilidade de compostos bioativos,
no desenvolvimento de produtos com beneficios a saude, como propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Para a implementacdo comercial, sao
indispensaveis ensaios clinicos que validem os beneficios a saude, analises de
estabilidade ao longo do armazenamento e o desenvolvimento de padrdes de controle
de qualidade especificos. Esses esforcos podem viabilizar um produto inovador,
sustentavel e de impacto social, valorizando a agricultura familiar e agregando valor a
recursos locais, atendendo as expectativas do mercado consumidor global.

Descritores: Kefir; Sucos de frutas e vegetais; Extratos de plantas.

ABSTRACT

Kefir, a fermented beverage rich in microorganisms, is widely recognized for its health
benefits. This integrative study analyzed recent literature (2020-2024) on the use of
fruit juices and plant extracts as substrates in kefir production, focusing on
physicochemical, microbiological properties, and fermentation conditions. Data
extracted from databases such as PubMed (Medline), SciELO, ScienceDirect, Scopus,
and Web of Science show that substrates and fermentation conditions directly
influence microbial viability and diversity, as well as the physicochemical and functional
characteristics of the product. However, there is a lack of comprehensive studies on
microbiological and physicochemical quality control, such as analyses of pH, soluble
solids, acids, proteins, carbohydrates, and antioxidant activity, which are crucial to
assess the functional profile and stability of kefir. In the Brazilian context, it is essential
to investigate the use of regional tropical fruits with high functional potential, in addition
to the reuse of their waste as substrates, promoting sustainability and the circular
economy. These studies should include the assessment of the bioaccessibility of
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bioactive compounds in the development of products with health benefits, such as
antioxidant and anti-inflammatory properties. For commercial implementation, clinical
trials that validate the health benefits, stability analyses during storage and the
development of specific quality control standards are essential. These efforts can
enable an innovative, sustainable and socially impactful product, valuing family farming
and adding value to local resources, meeting the expectations of the global consumer
market.

Descriptors: Kefir; Fruit and Vegetable Juices; Plant Extracts.

4.1 Introducao

Atualmente, o mercado de alimentos funcionais € vasto, com destaque para 0s
produtos lacteos, que desempenham um papel relevante na indulstria alimenticia
(Lagouri et al., 2019). Os gréos de kefir, com uma microflora adaptéavel a diferentes
substratos acucarados, se destacam em relacéo as culturas iniciadoras de uma Unica
espécie, proporcionando maior flexibilidade na producéo (Noberto et al., 2018). Essa
capacidade de adaptacao resulta em uma rica diversidade metabdlica e biossintética
das cepas microbianas, favorecendo a producédo de substancias benéficas a saude
(Azizi, 2021). Os gréaos de kefir sdo utilizados tanto em produtos lacteos fermentados
guanto em bebidas vegetais a base de frutas e cereais, apresentando grande
potencial na criacdo de alimentos funcionais (Dong et al., 2018). A busca constante
por aprimorar seus beneficios nutricionais tem levado ao desenvolvimento de
estratégias que buscam incorporar componentes especificos para conferir
propriedades Unicas as bebidas (Lagouri et al., 2019). Nesse contexto, a fermentacao
com diferentes substratos surge como uma alternativa promissora. Para explorar
plenamente o potencial de diversas matrizes na producéo de bebidas fermentadas, é
fundamental investigar a composicao fisico-quimica (como pH, sélidos soluveis,
acidos, proteinas, carboidratos, compostos fendlicos e atividade antioxidante),
sensorial e microbiolégica desses produtos (Kizzie-Hayford et al., 2016). Noberto et
al. (2018) enfatizam a importancia de compreender o impacto das modificagbes no
substrato sobre as culturas microbianas do kefir, visto que esse conhecimento é
crucial para entender como os graos de kefir, originarios do leite ou da agua, interagem
com outras matrizes e como as condi¢cdes de producéo e fermentacao influenciam a

diversidade e a viabilidade microbiana no produto final.
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Os extratos hidrossollveis vegetais tém se mostrado uma alternativa crescente
no desenvolvimento de bebidas funcionais (Governa et al., 2019), atendendo a
tendéncia de consumidores que substituem produtos lacteos por opcdes vegetais,
seja por intolerancia a lactose, alergias, dietas veganas ou preocupa¢des ambientais
e éticas (Pimentel, 2021). Além disso, substratos a partir de sucos de frutas e extratos
vegetais sdo acessiveis, devido a ampla disponibilidade de matéria-prima em regides
tropicais e a simplicidade no processamento. Isso representa uma oportunidade viavel
para melhorar a nutricdo de populacdes de baixa renda, ao permitir a produgéo de
alimentos funcionais e ricos em nutrientes de forma economicamente sustentavel
(Panghal et al., 2018).

Silva e Santos (2015) afirmam que essas bebidas sdo nédo apenas funcionais,
mas também de facil preparo, permitindo que os graos de kefir se adaptem a
diferentes substratos vegetais, gerando produtos fermentados de elevado valor
nutricional, ampliando o acesso a alimentos saudaveis em comunidades vulneraveis.
Ademais, no contexto brasileiro, é essencial explorar o uso de frutas tropicais
regionais de alto potencial funcional, além de residuos como substratos, incluindo
sementes de abobora (ricas em proteinas e lipidios) e subprodutos da induastria
alimenticia, como farelo e grdos quebrados de arroz. Esses ingredientes podem
promover a sustentabilidade e agregar valor aos produtos locais (Naves et al., 2010;
Costa et al., 2016).

Portanto, é evidente a importancia de investigar o kefir em matrizes alternativas,
como extratos vegetais e sucos de frutas. Essa abordagem ndo s6 amplia a
versatilidade do kefir, oferecendo uma alternativa saudavel aos produtos comerciais,
mas também fortalece a agricultura familiar e promove a sustentabilidade ao incentivar
o reaproveitamento de residuos e o0 uso de recursos locais (Pimentel, 2021; Jaime,
Ramos e Sancho, 2022).

Esta revisdo integrativa tem como objetivo analisar os impactos do uso de
sucos de frutas e extratos vegetais como substratos no kefir, abrangendo a avaliacéo
das propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas do produto e a exploracdo das

condi¢des de fermentagcdo com essas alternativas.
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4.2 Metodologia

Este trabalho foi realizado através de uma revisdo integrativa, a abordagem
metodologica mais ampla para revisfes, que possibilita a inclusdo de estudos
experimentais e ndo-experimentais, proporcionando uma compreensao completa do
tema em analise. Além disso, considera variaveis como dados da literatura tedrica e
empirica e abrange varios objetivos, como a definicdo de conceitos, a revisdo de
teorias e evidéncias, e a andlise de questdes metodoldgicas relacionadas ao assunto
(Souza; Silva; Carvalho, 2010).

4.2.1 Pergunta norteadora

Neste trabalho, pretendeu elucidar o seguinte questionamento: “Quais sao os
impactos decorrentes da utilizacdo de sucos de frutas e extratos vegetais como

substratos nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas no kefir?”
4.2.2 Material de estudo

Para realizacdo desta revisédo, foram utilizados artigos, publicados entre 2020
e 2024, retirados das seguintes bases de dados: Scientific Electronic Library Online
(SciELO), PubMed (MEDLINE), ScienceDirect, Scopus e Web of Science através da
plataforma Periédicos CAPES. Para pesquisa eletrénica nas bases de dados foram
utilizados descritores selecionados a partir dos Descritores em Ciéncias da Saude
(DeCS) da Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e incluem publicacbes em inglés,
portugués e espanhol. Os descritores utilizados foram “Kefir”, “Fruit and Vegetable
Juices”; “Plant Extracts”, utilizando o operador booleano “AND” entre as palavras.

A pesquisa foi realizada no periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2024.
Quando combinados dois a dois, utilizando kefir como descritor fixo, revelaram um
namero inicial total de artigos disponiveis e este foi coletado a cada busca e a cada
combinacdo. A partir deste momento foram aplicados os critérios de inclusdo (periodo
de publicacéo, artigo de pesquisa e acesso livre) para filtragem inicial, coletando-se o
namero de artigos disponiveis. Posteriormente foi utilizado o Fluxograma PRISMA -
2020 para revisoes sistematicas (Paje et al, 2021) a fim de eleger os trabalhos que

compdem esta revisdo (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1 - Fluxograma PRISMA adaptado para esta revisao integrativa da literatura.

EXCLUSAO POR DUPLICIDADE E A
QUE NAO CORRESPONDA A PERGUNTA
NORTEADORA

2

E LEITURA DE ARTIGOS NA INTEGRA

a Aplicacio de critérios de inclusio e exclusdo de acordo com objetivos
[T}

=

=)

&=

(0] . " :

ﬁ ARTIGOS INCLUIDOS NA REVISAO APOS LEITURA
2 COMPLETA

Q

=

Fonte: adaptado de Paje et al., (2021).

Apébs a selecdo inicial, através da leitura do titulo e resumo, e nesta triagem

excluidos do nimero inicial os artigos duplicados e que ndo atendiam aos critérios de

inclusdo, seguiu-se para a leitura completa dos trabalhos aplicando-se os demais

critérios de inclusdo e exclusdao (Quadro 1) para a obtencdo dos estudos que
atendessem aos objetivos desta revisao.

Quadro 1 — Critérios de inclusé@o e exclusdo aplicados na sele¢do e elegibilidade de artigos em bases

de dados eletronicas.

CRITERIOS DE INCLUSAO

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Artigos publicados a partir de 2020.

Artigos que abordam fermentacdes distintas do
kefir

Disponibilidade na integra gratuitamente.

Artigos que trouxessem fermentacdes a partir de

substrato de origem animal
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Mini reviews, Carta ao editor, Capitulos de livros,

Publicacdes das linguas: inglés, portugués, .
Trabalhos de conclusdo de curso, Resumos de

espanhol. o R
congresso, Editoriais e congéneres.

Fonte: Autoria prépria, 2024.

O cruzamento dos descritores resultou em 2.786 artigos inicialmente. Apos a
aplicacdo dos filtros iniciais, foram considerados 239 trabalhos para analise inicial
desta revisdo. Seguindo as etapas do fluxograma (Fluxograma 1), e apos leitura

criteriosa, foram selecionados 10 estudos para a elaboracdo desta revisdo de

literatura.

Fluxograma 1 - Fluxograma do processo de sele¢éo eletrénica nas bases de dados para

obtencao de artigos para revisdo integrativa,;

4 ) Estudos identificados inicialmente nas bases de dados n= 2.786
PUBMED: 22
SCIELO: 0
SCIENCE DIRECT: 2.646
SCOPUS: 78
WEB OF SCIENCE: 40

ApOs aplicagdo dos filtros iniciais para inclusé@o e exclusdo = 239

Identificagcao

PUBMED: 4
SCIELO: 0
SCIENCE DIRECT: 208
SCOPUS: 13
WEB OF SCIENCE: 14

e N - "
APOS LEITURA DE TITULOS E RESUMOS
Critérios de inclusdo e exclusdo = 18

PUBMED: 1
SCIELO: 0 8 artigos e_x_clwdos
por duplicidade

SCIENCE DIRECT: 8
SCOPUS: 5

Triagem

WEB OF SCIENCE: 4

|

|

LEITURA DE ARTIGOS NA INTEGRA
Aplicacao de critérios de incluséo e exclusdo n=10
SCIELO: 0
PUBMED: 0
SCIENCE DIRECT: 5
SCOPUS: 5

Elegibilidade

|
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Incluidos

|

Artigos incluidos na revisdo ap0és leitura completa n= 10

SCIELO: 0
PUBMED: 0

SCIENCE DIRECT: 5

SCOPUS: 5

WEB OF SCIENCE: 0

Fonte: Autoria prépria, 2024.

4.3 Resultados e Discusséao

A selecdo dos artigos resultou em 10 artigos nos ultimos 4 anos nas bases de

dados analisadas. O Quadro 2 compila e resume essas publicacdes, detalhando o

substrato estudado, substrato de origem, condicbes de fermentacdo, principais

parametros comuns avaliados/resultados e referéncias.

Quadro 2 - Descricdo detalhada dos ensaios randomizados.

SUBSTRATO CONDI(;C)ES DE PRINCIPAIS PARAMETROS COMUNS | REFERENCIAS
ESTUDADO FERMENTA(;AO AVALIADOS/RESULTADOS
E DE ORIGEM
Suco de | Os chokeberries foram lavados | Determinacdo do pH: 3,11 + 0,01 SUN, M.C. et al
chokeberry. com &gua da torneira e os caules . . o Exploring the
(Aronia foram removidos ap6s | £oncentracdo de solidos soltveis: 9,83 | machanism of milk
melanocarpa) | descongelamento a 4 °C por 0,29% kefir grain
. | aproximadamente 12 h. Os frutos el : : ; . fermentation to
Origem:  kefir | o a agua foram espremidos por 3 ggsgfgélden;ﬁgggais mlcdrce)b|ankz)';16.lctéri(;§ improve the
de leite min em uma proporg&o de 1:3 (PV) | S contradas toram | Palatability of
usando um espremedor. O bagaco Acetobacter e Lactobacillus. chokeberry
foi removido usando um separador juice. LWT, v. 213,
de suco-residuo. O suco tratado p. 117074, 2024.
foi pasteurizado em garrafas de
vidro estéreis a 65 °C por 30 min
apés a adicdo de 10% de
sacarose. Em seguida, 5% de
gréos de kefir de leite (MKG)
ativado foi adicionado ao suco
pasteurizado e fermentado a 25 °C
por 48h.
Uma bebida de | A semente de cAnhamo fresca foi | Determinacéo do pH: 3,92 + 0,04 LI, X. et al. Effects
semente  de | lavada para remover impurezas e ; of fermentation with
canhamo misturada com agua (1:9, p/p), | 1€or de proteinas (9/100 g): 3,06 £ 0,07 | kefir  grains on
(Cannabis suplementada com xarope de . nutrient
sativa L.) milho de frutose (5%, p/p) e Teorte gorauras (g/100 0): 2.50 £ 0.04 composition, flavor
homogeneizada a 20 MPa por 5 volatiles, and
Origem: kefir | minutos. A suspensdo resultante product physical
de leite foi esterilizada a 102°C por 25 stability of a hemp
minutos e, apos resfriar a 25°C, seed (Cannabis

foram adicionados grdos de kefir
(3%, p/p). A mistura foi fermentada
a 28°C por 24 horas, depois
homogeneizada e esterilizada a
102°C por 10 minutos para
produzir a bebida fermentada de
semente de cAnhamo com kefir.

sativa L.) beverage.
LWT, v. 183, p.
114934, 2023.
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Duas
variedades de
leite de chufa
(Cyperus
esculentus L.)
Origem:  kefir
de agua

Os tubérculos secos de Cyperus
esculentus L. foram inicialmente
limpos com &gua da torneira e, em
seguida, imersos em agua morna
por 24 horas. Apés esse periodo,
os tubérculos foram moidos de
forma Gmida a 1800 rpm durante
8-10 minutos, utilizando uma
proporcao de agua de 1:5 (p/p). A
mistura resultante foi entéo filtrada
com gaze. O filtrado recebeu um
tratamento térmico a 75°C por 15
minutos e, apés o tratamento, foi
resfriado a 25°C. Em seguida,
foram adicionados grdos de kefir
de agua na proporcao de 2% (v/p).
A mistura foi fermentada até atingir
um pH de 4,6 e, por fim, foi
resfriada a 4°C.

Determinacdo do pH

marrom. 4,64+0,02
amarela: 4,52+0,00

Concentracao de sélidos soltveis (Brix)

marrom: 7,56+1,23
amarela: 7,38+1,19

Teor de gorduras (g/100q)

marrom: 2,93+0,21
amarela: 3,09+0,07
Teor de proteina (g/100q)

marrom: 1,73+0,14
amarela: 2,29+0,09

Teor de carboidratos (g/1009)

marrom: 2,69+0,87
amarela: 1,84+0,82

Teor de acidos (mg/L)

- 4cido acético
marrom: 702.05+£30.92
amarela: 1138.10+49.08
- acido citrico
marrom: 1589.90+76.09
amarela: 1126.37+£54.95
- acido latico
marrom: 2439.58+78.14
amarela: 2958.54+30.54
- acido mélico
marrom: 191.53+12.01
amarela: 309.25+21.86
- acido succinico
marrom: 965.95+25.12
amarela: 965.95+25.12

Andlise/identidade  microbiana:  As
contagens de Lactococcus e
Lactobacilos para kefir de tigernut foram
medidas de 8,71 a 8,78 log UFC/ml e de
6,94 a 8,14 log UFC/ml,
respectivamente.

SATIR, G. The
effects of
fermentation  with

water Kefir grains
on two varieties of
tigernut  (Cyperus
esculentus L.) milk.
LWT, v. 171, p.
114164, 2022.
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Suco e bagaco
de Aronia
melanocarpa
Origem:  kefir
de agua

O bagaco de aronia (300 g) foi
fervido com 3 L de agua por 10
minutos, filtrado e resfriado a
35°C. Para produzir kefir de agua
com bagaco, 600 ml desse
substrato foram fervidos com 10 g
de passas e 20 g de agucar,
filtrando as passas e resfriando o
substrato a 35°C. Apdés medir os
valores de Brix e pH, 51,1 g de
acucar foram adicionados ao
substrato, que foi entdo misturado
com 30 g de gréos de kefir de agua
e fermentado a 35°C por 72 horas.

Para o kefir de d4gua com suco,
300 ml de suco de Aronia foram
fervidos com 300 ml de agua, 10 g
de passas e 20 g de acucar. Apés
a filtragem das passas e
resfriamento a 35°C, os grédos de
kefir de agua foram adicionados e
a mistura fermentada a 35°C por
72 horas. Apos a fermentacéo, a
mistura foi peneirada para
remover 0s graos.

Finalmente, os kefirs aquosos
fermentados foram transferidos
para frascos pasteurizados e
pasteurizados a 85°C por 30
minutos em um forno de
conveccao.

Determinacdo do pH

kefir do bagaco: 3,39 £ 0,01
kefir do suco: 3,59 + 0,01

Concentracao de sélidos soltveis (Brix)

kefir do bagaco: 6,10 + 0,28
kefir do suco: 7,65 + 0,92

ESATBEYOGLU, T.

et al. Physical,
chemical, and
sensory properties
of  water kefir
produced from
Aronia

melanocarpa juice
and pomace. Food
Chemistry: X, w.
18, p. 100683

Suco de frutas
e vegetais
(Cenouras
pretas, magas,
uvas e repolho
verde)
Origem:  kefir
de 4gua

Cenouras pretas, macas, uvas e
repolho verde foram lavados e
seus sucos extraidos com um
extrator centrifugo. Os sucos
foram pasteurizados a 75°C por 5
minutos. Os graos de kefir de agua
(WKG) foram reativados por
retrolavagem com agua
esterilizada contendo 10% de
sacarose e dois figos cortados,
realizando o processo trés vezes a
25°C por 48 horas. Ap6s a
retrolavagem, os grdos foram
filtrados e enxaguados com agua
destilada estéril. Para a
fermentacéo, 3 g de WKG fresco
ativado foram adicionados a 3 L de
cada suco (na proporgdo 1:1000
p/v). A fermentacdo foi realizada
estaticamente a 25°C por 48 horas
em garrafas de vidro esterilizadas.

Determinacao do pH

kefir de uva (3,87 £ 0,00)

kefir de cenoura preta (4,03 + 0,00)
kefir de macé (3,99 + 0,01)

kefir de repolho verde (3,59 + 0,05)

Concentracao de sélidos sollveis (Brix)

kefir de uva (6,85 + 1,48)

kefir de cenoura preta (6,95 + 0,07)
kefir de macé (4,90 + 0,14)

kefir de repolho verde (5,00 + 0,28)

Andlises/identidade microbiana

(nimero de bactérias lacticas em forma
de cocos)

kefir de uva (7,44 £ 0,18 log UFC/ml)

kefir de cenoura preta (8,03 + 0,18 log
UFC/ml)

AGIRMAN, B. et al.
The evaluation of
black carrot, green
cabbage, grape,
and apple juices as
substrates for the

production of
functional water
kefir-like

beverages. Food
Science &

Nutrition, 2024.
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kefir de maca (7,23 + 0,22 log UFC/ml)

kefir de repolho verde (5,22 + 0,19 log
UFC/ml)

Suco de frutas
e vegetais

(Um suco
comercial da
marca Veggie,
feito de extrato

de maca
(70%),
cenoura
(12%),
beterraba (9%)
e morango
(9%), foi usado
como bebida
base)
Origem:  kefir
de leite

O suco selecionado para a
fermentagcdo foi um produto
industrial da marca Veggie, feito
de extrato de macd (70%),
cenoura (12%), beterraba (9%) e
morango (9%) (Lote-120738). A
escolha do suco foi devido a
presenca de beterraba, que
contém betaina, um composto
com alegacdes de salde
autorizadas.

Os graos de kefir foram obtidos de
um doador e preservados em leite
esterilizado, trocado diariamente
por dois meses. ApOs serem
lavados com éagua destilada
estéril, os grdos foram usados
para inocular o suco comercial.

Foram testadas duas variaveis: a
concentracdo dos grdos de kefir
(1%, 2%, 3%, e 4% p/v) e o tempo
de fermentacdo (12, 24, e 48
horas), resultando em 12
amostras diferentes, preparadas
em triplicata. A fermentag&o foi
realizada a 26°C. As bebidas
fermentadas foram avaliadas
guanto aos parametros fisico-
guimicos e mantidas refrigeradas
(4°C) em atmosfera modificada
(com nitrogénio) para preservacao
das propriedades organolépticas.
O suco comercial foi usado como
controle.

Determinacdo do pH

Com 12 horas de fermentacéo: de 3,53 +
0,03 a 3,65+ 0,01

Com 24 horas de fermentacéo: de 3,64 =
0,01 a3,70 +0,03

Com 48 horas de fermentacéo: de 3,39 +
0,02 a 3,48 + 0,02

Concentracao de sélidos sollveis (Brix)

Com 12 horas de fermentacéo: de 9,79 =
0,11 210,27 +0,13

Com 24 horas de fermentacéo: de 8,69 *
0,04 29,93+ 0,04

Com 48 horas de fermentacao: de 3,62 +
0,04 a4,13+0,18

Teor de acidos (mg/L)

acido lactico

Com 12 horas de fermentacdo: de
289,61 + 15,68 a 1479,92 + 22,85

Com 24 horas de fermentacdo: de
515,45 + 20,72 a 2042,28 + 9,75

Com 48 horas de fermentacdo: de
559,11 + 60,65 a 3250,47 + 76,87

acido acético

Com 12 horas de fermentac¢éo: de 62,07
+ 6,65 a 85,40 £ 20,24

Com 24 horas de fermentacgéo: de 37,01
+ 3,79 a 98,32 £ 15,66

Com 48 horas de fermentacgéo: de 60,73
+4,52 a 266,81 + 16,79

acido citrico

Com 12 horas de fermentacdo: de
498,22 + 18,64 a 682,86 + 12,34

Com 24 horas de fermentacdo: de
496,54 + 27,85 a 607,55 + 23,45

Com 48 horas de fermentacdo: de
532,80 + 27,21 a 601,42 + 36,45

acido malico

Com 12 horas de fermentacdo: de
201,32 + 22,73 a 352,99 + 16,44

PAREDES, J. L.
ESCUDERO-
GILETE, M. L.
VICARIO, I. M. A
new functional kefir
fermented
beverage obtained

from  fruit and
vegetable juice:
Development and

characterization. L
wt, v. 154, p.
112728, 2022.
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Com 24 horas de fermentacdo: de
267,54 + 30,90 a 364,73 £ 21,33

Com 48 horas de fermentacdo: de
264,34 £ 12,82 a 380,75 £ 24,26

acido succinico

Com 12 horas de fermentacdo: de
871,86 + 17,76 a 1190,39 + 39,91

Com 24 horas de fermentacdo: de
1105,66 + 47,48 a 1449,03 + 33,99

Com 48 horas de fermentacdo: de
1552,87 + 63,45 a 2244,70 £ 64,14

Extrato aquoso | Os graos de kefir de agua foram | Determinacdo do pH: 3,52 + 0,01 a 4,29 | DE CARVALHO
de licuri. armazenados a -20°C. Os gréos | + 0,04 ALVES, J. et al.
Origem:  kefir | de licuri foram higienizados com . Licuri Kernel
de agua agua clorada e armazenados a - | 1€or de carboidratos (g/100 @): 5,86 * | (Syagrus coronata

20°C. O acucar demerara foi 0,19a11,51+1,26 (Martius) Beccari):

adquirido em comércio local. Teor de proteinas (a/1000): 1,46 + 0.24 a A Promising Matrix

o icuri foi | 216 0,84 for the

extrato aquoso de licuri foi | < ' Development of

preparado imersando os graos €m | anjlise/identidade _microbiana: entre | Fermented  Plant-

aguaa 100°C (1:3) por 20 minutos, | g 45+ 0,08 e 9,24 + 0,03 Log UFC/ml | Based kefir

batendo a mistura, filtrando-a € | o tarias e 4,65 + 0,02 € 5,34 + 0,02 Log | Beverages. Foods,

adicionando  10% de agucar | yrc/m| para leveduras. A diversidade | v. 13, n. 13, p. 2056,

demerara. O extrato  fol | iorohiana dos gréos de kefir cultivados | 2024.

pa_lsteurlzado a 85 Co por 30 | om extrato aquoso de licuri é composta
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seca foram misturados com 1000
ml de agua, desintegrados,
filtrados e pasteurizados a 90 + 1
°C por 3 min. A fermentagéo foi
realizada com 5% de grdos de
kefir em extrato de cocoa 25+ 1
°C, com filtragem e
armazenamento da bebida
fermentadaa 4 + 1 °C por 72 h.

Identidade microbiana: Quanto as
espécies bacterianas identificadas,
houve predominio mais significativo de
bactérias acido-laticas (BAL). Entretanto,
foi possivel observar a presenca de
espécies de bactérias acido-acéticas.

Extratos
vegetais de
arroz,
améndoa e
gréo-de-hico.

Origem:  kefir

de agua

Os graos-de-bico, arroz e
améndoas cruas foram
comprados em mercados locais
em lIsparta, Turquia. Cada um foi
imerso em 1 L de agua estéril (200
g de vegetal) a 25 °C por 8 h,
seguido por tratamento térmico a
85 °C por 10 min. Depois, a dgua
foi drenada e a mistura foi
transformada em puré com 1L de
agua estéril. O puré foi peneirado
para obter o extrato vegetal, ao
qual foi adicionado 1% de acgulcar
refinado e pasteurizado a 85 °C
por 15 min. Assim, 0s extratos de
grao-de-bico, arroz e améndoa
foram preparados. Graos de Kefir
de agua foram adicionados a
extratos vegetais a uma taxa de
inoculacdo de 2%, e a
fermentacdo ocorreu a 25 °C por
17 horas. Os extratos vegetais
fermentados foram armazenados
na geladeira (4 °C) apds a
fermentacéo.

Determinacao do pH

kefir de arroz: 4,70 + 0,18

kefir de améndoa: 4,52 £ 0,27 b
kefir de grao-de-bico: 4,68 £ 0,18
Andlise/identidade microbiana

kefir de améndoa: 8,3 log UFC/ml de
Lactobacillus spp. e 7,73 log UFC/ml de
Lactococcus spp. Para leveduras 5,36
log UFC/m.

kefir de arroz: 5,64 log UFC/ml de
Lactobacillus spp. e 8,5 log UFC/mI de
Lactococcus spp. Para leveduras 3,62
log UFC/m.

kefir de gréo-de-bico: 7,3 log UFC/ml de
Lactobacillus spp. e 7,73 log UFC/ml de
Lactococcus spp. Para leveduras 4,38
log UFC/m.

USTAOGLU-

GENCGONUL, M.
et al. Chemical,
microbial, and
volatile compounds
of water kefir
beverages  made
from chickpea,
almond, and rice
extracts. European
Food Research
and Technology,
p. 1-12, 2024.

Suco de
Morango

Origem:  kefir

de agua

Os morangos foram selecionados,
lavados e desinfetados com cloro
(200 ppm/10 min). O suco foi
extraido em centrifuga doméstica
e posteriormente misturado com
agua (1:1 p/p). O °Brix do suco foi
ajustado para 8,5 °Brix pela adicao
de agucar mascavo, e a mistura foi
entdo pasteurizada (72 °C/15
min). Em seguida, grdos de kefir
(10%, p/p) foram adicionados ao
suco e deixados fermentar em
uma incubadora com temperatura
controlada (25 °C) durante 36h. O
tempo final de fermentagédo foi
definido de acordo com testes
preliminares, onde foi verificado
gue apds 36h ndo houve alteracdo
significativa nos valores de pH e
acidez titulavel total das bebidas.

Determinacéao do pH: 3,5+ 0,01

Concentracao de sélidos soluveis: 4,70 £
0,04

DA SILVA AUJO,
C.A; MACEDO, L.
L; TEIXEIRA, L. J.
Q. Evaluation of
mid-infrared spectra
associated with
chemometrics  for
the determination of
physicochemical
properties  during
fermentation of a
new strawberry-
based beverage
with  water  kefir
grains. Journal of
Food Composition
and Analysis, V.
123, p. 105490,
2023.

Legenda: MPa: Megapascal, p/p: Peso por peso, v/p: Volume por peso, p/v: Peso por volume,°C:

Graus Celsius, pH: Potencial hidrogenibnico, g/100g: Gramas por 100 gramas, mg/L: Miligramas por

litro, UFC/ml: Unidades formadoras de colbnias por mililitro, °Bx: Grau Brix, WSCE: Water Soluble

Coconut Extract (Extrato de Coco Soluvel em Agua) Fonte: Autoria propria, 2024.
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Dos dez artigos analisados, 40% abordaram extratos vegetais (Satir, 2022; De
Carvalho et al., 2024; Alves et al.,, 2021; Ustaoglu-Gencgonul et al., 2024), 10%
discutiram suco de vegetais e frutas juntos numa Unica matriz (Paredes; Escudero-
Gilete; Vicario, 2022), 10% tratavam de matrizes independentes com suco de frutas e
vegetais (Agirman et al., 2024). Outros 10% focaram no bagaco e suco da fruta
(Esatbeyoglu et al., 2023), 10% eram sobre sementes (Li et al., 2023) e 20% sobre
sucos de frutas (Da Silva Araujo, Macedo e Teixeira 2023; Sun et al., 2024).

Em relagéo ao substrato de origem, 30% dos estudos utilizaram kefir de leite
(Paredes; Escudero-Gilete; Vicario, 2022; Li et al., 2023; Sun et al., 2024). Enquanto
70% utilizaram kefir de &gua como substratos de origem (Satir, 2022; De Carvalho et
al., 2024; Alves et al., 2021; Ustaoglu-Genc¢gondl et al., 2024; Agirman et al., 2024;
Esatbeyoglu et al., 2023; Da Silva Araujo, Macedo e Teixeira, 2023). Araujo et al.
(2019) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas do kefir de leite e de dgua em
diferentes substratos (leite integral, leite de coco, arroz ou soja) usando um esquema
fatorial. O estudo mostrou que o tipo de kefir influenciou propriedades como pH,
sinérese, acidez e ganho de peso. O kefir de leite teve pH mais acido e maior acidez
nos substratos de leite integral e arroz. O kefir de 4gua apresentou maior sinérese,
pois sua composicao mais liquida e menor formacao de gel facilitam a separacao do
liquido, ao contrario do kefir de leite, que, sendo mais viscoso, retém mais o liquido.
O ganho de peso variou conforme os substratos, com interacéo significativa entre o
tipo de kefir e 0 meio. No entanto, a densidade néo foi afetada, indicando estabilidade
nas caracteristicas estruturais.

As variedades de extratos vegetais e sucos de frutas investigados incluiram
arroz, améndoa e grao-de-bico (Ustaoglu-Genggonil et al., 2024), coco (Alves et al.,
2021), licuri (de Carvalho et al., 2024), extrato de maca, cenoura, beterraba e morango
(Paredes; Escudero-Gilete; Vicario, 2022), cenouras pretas, macas, uvas e repolho
verde (Agirman et al., 2024), Aronia melanocarpa (Esatbeyoglu et al., 2023; Sun et al.,
2023), Cyperus esculentus L. (Satir, 2022), semente de canhamo (Li et al., 2023) e
morango (Da Silva Araudjo, Macedo e Teixeira, 2023). Entre os estudos, o de Agirman
et al. (2024) foi o que apresentou a maior variedade de substratos investigados, com
quatro diferentes tipos. Estabeyouglu et al. (2023) utilizaram o suco do bagaco de
Aronia melanocarpa como substrato, enquanto Li et al. (2023) empregaram sementes
de canhamo (Cannabis sativa L.). Esses estudos evidenciam que, por meio de

esforcos de reaproveitamento, € possivel viabilizar produtos inovadores e
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sustentaveis, que atendem as expectativas dos consumidores, além de promover o
aproveitamento de materiais que, de outra forma, seriam descartados pela industria,
alinhando-se a politica de destinacao zero para residuos.

Quando avaliada as condicbes de fermentacdo, os estudos analisados
utilizaram periodos que variaram de 12 horas (Paredes; Escudero-Gilete; Vicario,
2022) a 72 horas (Esatbeyoglu et al., 2023). O estudo de Satir (2022) foi o Unico que
nao especificou o tempo de fermentacao, considerando a diminui¢do do pH como o
ponto final da fermentacdo. Quanto as temperaturas de fermentagdo, 80% dos
estudos utilizaram 25 £+ 1°C (Alves et al., 2021; Paredes; Escudero-Gilete; Vicario,
2022; Satir, 2022; Da Silva Araujo, Macedo e Teixeira, 2023; De Carvalho et al., 2024;
Ustaoglu-Genggondl et al., 2024; Agirman et al., 2024; Sun et al., 2024). 10% dos
estudos utilizaram 28°C (Li et al., 2023), e 10% utilizaram 35°C (Esatbeyoglu et al.,
2023). No que tange a quantidade de graos de kefir utilizada para fermentacao, a faixa
variou de 1% (De Carvalho et al., 2024; Paredes; Escudero-Gilete; Vicario, 2022) a
10% (Da Silva Araujo, Macedo e Teixeira, 2023). Lima; Do Nascimento; De Farias
(2019) realizaram um estudo sobre a influéncia do tempo de fermentagcdo nas
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas de kefir e observaram que o aumento
do tempo de fermentacéo resulta em alteracdes significativas, como reducéo do pH,
aumento da acidez total, intensificacdo do sabor 4cido e mudancas na textura, com
maior firmeza ou turbidez no kefir. Além disso, o consumo prolongado de agucares
pelos microrganismos reduz a docgura e altera o equilibrio microbiano, favorecendo o
desenvolvimento de cepas especificas e impactando as propriedades probioticas do
kefir.

Quanto aos parametros fisico-quimicos analisados, todos os trabalhos
avaliados determinaram o pH. O pH do kefir influencia diversos aspectos do produto,
como a fermentacéo, a estabilidade microbiana, o sabor, a textura e as propriedades
probiéticas, podendo um pH mais baixo, ser resultante da producdo de &cidos
organicos, e atuar favorecendo o crescimento de bactérias lacticas benéficas,
aumentando a acidez e intensificando o sabor acido, aléem de afetar a separacdo do
soro no kefir de leite (Kok-tas et al.,2013; Leite et al.,, 2013). Dessa forma, o pH
desempenha um papel crucial na qualidade sensorial, na seguranca microbiologica e
nos beneficios a saude do kefir. Os resultados do pH do kefir em diferentes substratos
foram &cidos, variando de 3,39 (Esatbeyoglu et al., 2023) a 4,80 (Alves et al., 2021).
70% dos trabalhos (Alves et al., 2021; Paredes; Escudero-Gilete; Vicario, 2022;
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Agirman et al., 2024; Esatbeyoglu et al., 2023; Satir, 2022; Da Silva Araujo, Macedo e
Teixeira, 2023; Sun et al., 2024) analisaram a concentracao de solidos soluveis (Brix),
com resultados variando de 3,62 °Bx a 10,27 °Bx (Paredes; Escudero-Gilete; Vicario,
2022) A diminuicdo dos solidos soluveis totais (SST) no kefir indica o progresso da
fermentacdo, com o0s microrganismos metabolizando carboidratos e produzindo
acidos organicos, o que contribui para a reducdo do pH. Além disso, a diminui¢do dos
SST pode afetar a textura e viscosidade do produto, influenciando suas propriedades
sensoriais e estabilidade (Destro et al., 2019; Jaime, Ramos e Sancho, 2022).

No tocante ao teor de proteinas (g/100g), 40% dos estudos (Alves et al., 2021,
De Carvalho et al., 2024; Li et al., 2023; Satir, 2022) realizaram essa analise, 0s
resultados mostraram uma variagao de 0,84 (De Carvalho et al., 2024) a 3,06 (Li et
al., 2023). Quanto ao teor de carboidratos (g/100g), 30% dos estudos (Alves et al.,
2021; De Carvalho et al., 2024; Satir, 2022) apresentaram valores que variaram de
1,84 (Satir, 2022) a 12,41 (Alves et al., 2021). A analise do teor de gorduras (g/100g)
foi realizada em 20% dos estudos (Li et al., 2023; Satir, 2022), com valores situando-
se entre 2,50 e 3,09. As analises do teor de proteinas e carboidratos no kefir sao
fundamentais para avaliar seu perfil nutricional e funcional. O teor de proteinas é
importante para garantir a qualidade proteica do produto, determinando sua
contribuicdo para a saude, como fornecimento de aminoacidos essenciais e
propriedades bioativas. Ja a analise dos carboidratos permite monitorar a fermentacéo
e a reducao da lactose, além de fornecer informacgdes sobre o processo de converséo
dos acucares em acidos e compostos bioativos, essenciais para o sabor, acidez e
propriedades probidticas do kefir (Rios, Braga e Silva, 2019).

A concentracdo e a presenca de &acidos organicos no kefir influenciam
significativamente suas propriedades sensoriais, nutricionais e funcionais (Martins,
2006). O acido latico, principal acido produzido durante a fermentacdo do kefir, e 0
acido acético, ambos originados do catabolismo dos carboidratos pelas bactérias
acido-laticas e aceéticas, contribuem para o sabor acido do kefir, possuem
propriedades antimicrobianas e auxiliam na conservacdo do produto. Além disso,
ambos reduzem o pH, o0 que pode afetar a textura e viscosidade do produto (Bosch et
al., 2006; Magalhaes et al., 2010).

O teor de acidos (mg/L) foi realizado em dois estudos, e cinco acidos foram
investigados em ambos. O acido acético foi encontrado em quantidades

significativamente maiores no estudo de Satir (2022), variando de 702,05 a 1138,10
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mg/L, comparado ao estudo de Paredes; Escudero-Gilete; Vicario (2022), onde variou
de 37,01 a 266,81 mg/L. O acido citrico também foi mais abundante no estudo de Satir
(2022), com valores de 1126,37 a 1589,90 mg/L, em contraste com o estudo de
Paredes; Escudero-Gilete; Vicario (2022), que apresentou variagoes de 498,22 a
682,86 mg/L. O &cido latico apareceu em quantidades elevadas em ambos 0s
estudos, mas o estudo de Satir (2022) revelou valores mais altos, variando de 2439,58
a 2958,54 mg/L, enquanto o estudo de Paredes; Escudero-Gilete; Vicario (2022)
apresentou valores de 289,61 a 3250,47 mg/L. O &cido malico foi encontrado em
niveis comparaveis em ambos os estudos, com o estudo de Paredes; Escudero-
Gilete; Vicario (2022) mostrando varia¢des de 201,32 a 380,75 mg/L, e o estudo de
Satir (2022) variando de 191,53 a 309,25 mg/L. O &cido succinico foi encontrado em
maior concentragdo no estudo de Paredes; Escudero-Gilete; Vicario (2022), com
valores de 1552,87 a 2244,70 mg/L, comparado ao estudo de Satir (2022), onde o0s
niveis foram 965,95 mg/L para ambas as amostras. Garrote et al. (2006) observaram
que o efeito bacteriostatico do kefir sobre a Escherichia coli € atribuido principalmente
aos acidos organicos gerados durante a fermentacao.

A discussdo sobre as concentracdes de microrganismos probidticos nos
diferentes tipos de kefir deveria ser contextualizada conforme as especificacfes das
normas regulatérias brasileiras, além das variacbes observadas nos estudos.
Contudo, a regulamentacgéo brasileira vigente ndo contempla kefir produzido a partir
de substratos vegetais ou frutas, limitando-se ao kefir de leite animal. O regulamento
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2007) para leites
fermentados, incluindo o kefir, estabelece requisitos microbioldgicos rigorosos, como
a exigéncia de contagem minima de 10" UFC/g para bactérias laticas totais e 10*
UFC/g para leveduras especificas, além da pesquisa de microrganismos patogénicos
como coliformes e bolores, Em relacdo a identidade, o kefir é descrito como um
produto resultante da fermentagéo realizada com cultivos de bactérias acido-laticas
originados a partir de graos de kefir, incluindo espécies como Lactobacillus kefir, bem
como diferentes géneros como Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter,
responsaveis pela producéo de &cido latico, etanol e didxido de carbono. Os gréos de
kefir sdo compostos por uma comunidade microbiana complexa, que inclui leveduras
que fermentam lactose, como Kluyveromyces marxianus, e leveduras néo

fermentadoras de lactose, como Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces
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cerevisae e Saccharomyces exiguus, além de bactérias como Lactobacillus casei,
Bifidobacterium e Streptococcus thermophilus (Brasil, 2007).

Nos seis estudos analisados, foram observadas variagbes nas contagens de
Lactococcus spp., Lactobacillus spp., e leveduras, com diferentes niveis de
concentracdo para cada microrganismo. No estudo de Satir (2022), as contagens de
Lactococcus spp. para kefir de tigernut variaram de 8,71 a 8,78 log UFC/mI, enquanto
Lactobacillus spp. apresentou valores de 6,94 a 8,14 log UFC/mL. Agirman et al.
(2024) reportaram contagens de bactérias lacticas em kefir de fontes vegetais, como
uva, cenoura preta, maca e repolho verde, com a maior contagem observada no kefir
de cenoura preta (8,03 = 0,18 log UFC/mI). Esses resultados indicam que as

concentracbes de bactérias lacticas variam conforme o substrato utilizado na
fermentacdo, mas geralmente atendem as exigéncias minimas de 10’ UFC/g,

conforme estipulado pelo regulamento técnico (Brasil, 2007). O estudo de De Carvalho
et al. (2024) apresentou as maiores contagens de microrganismos entre 0s estudos,
com bactérias lacticas variando entre 9,40 + 0,08 e 9,24 + 0,03 log UFC/mI, e
leveduras entre 4,65 + 0,02 e 5,34 + 0,02 log UFC/mI. Este estudo também observou
a predominancia de bactérias acido-laticas (58,27%) e a presenca de uma pequena
quantidade de bactérias acido-acéticas (0,24%), evidenciando a eficiéncia da
fermentacao na obtencédo de microrganismos probioticos benéficos.

Adicionalmente, Alves et al. (2021) e Da Silva Araujo, Macedo e Teixeira (2023)
relataram um predominio de bactérias &cido-laticas em kefir de diferentes fontes
vegetais, embora sem especificar as contagens exatas. Ustaoglu-Gen¢gonul et al.
(2024) forneceram dados detalhados sobre diferentes tipos de kefir, como os de
améndoa, arroz e gréo-de-bico, observando variacdes nas contagens de Lactobacillus
spp., Lactococcus spp., e leveduras. No kefir de améndoa, por exemplo, as contagens
foram 8,3 log UFC/ml para Lactobacillus spp. e 7,73 log UFC/ml| para Lactococcus
spp., com leveduras em 5,36 log UFC/mI. O kefir de arroz, por sua vez, apresentou
5,64 log UFC/mI para Lactobacillus spp. e 8,5 log UFC/ml para Lactococcus spp., com
leveduras em 3,62 log UFC/mI. A presenca de leveduras foi observada em todos os
estudos que relataram suas contagens, com as maiores concentracdes encontradas
no estudo de De Carvalho et al. (2024), refletindo a complexidade microbiana do kefir,
gue inclui tanto bactérias acido-laticas quanto leveduras. Comparando os estudos, as

contagens de Lactococcus spp. foram mais altas nos estudos de Satir (2022) e
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Ustaoglu-Gencgondl et al. (2024), enquanto Lactobacillus spp. teve as maiores
contagens no estudo de De Carvalho et al. (2024).

Maria et al. (2021) avaliaram a fermentacéo de extratos vegetais (améndoas,
arroz, aveia, castanha do Brasil, coco e soja) fermentados com kefir de agua e
relataram uma concentracao final de sélidos soltveis variando entre 4,0 e 5,1 °Bx e
pH entre 4,53 e 6,10, além de contagem de bactérias lacticas superior a 10 UFC/mL,
sendo a maior concentracdo observada na bebida de castanha do Brasil com
sacarose (108 UFC/mL), corroborando os resultados desta reviséo. Outro estudo, que
produziu uma bebida a partir do extrato hidrossoluvel de soja suplementado com polpa
de bocaiuva e inulina, apresentou contagem microbiolégica superior a 107 UFC/mL
para Lactococcus, Lactobacillus e leveduras (Silva, 2019), mais uma evidéncia que
refor¢a os achados.

4.4 Conclusao

A andlise dos impactos do uso de sucos de frutas e extratos vegetais como
substratos para a producéao de kefir revelou variacdes significativas nas caracteristicas
do produto. Os estudos revisados demonstram que tanto a viabilidade microbiana
quanto as propriedades quimicas do kefir podem variar consideravelmente
dependendo do substrato utilizado. Esses avancos sao importantes, pois fornecem
uma visdo mais detalhada sobre as caracteristicas de diferentes tipos de produtos,
permitindo um maior entendimento sobre o comportamento do kefir em diferentes
contextos geograficos e ambientais.

Contudo, é importante destacar que esses estudos sdo provenientes de
diversas regides do mundo, o que implica variagdes nas condi¢des climaticas, nos
locais de coleta dos vegetais e em outros fatores bioticos e abi6ticos, que influenciam
diretamente esses tipos de substratos e, por consequéncia, o kefir produzido. Apesar
dos progressos, € evidente que mais estudos sdo necessarios para aprofundar a
compreensao das interacdes entre 0s substratos vegetais e as propriedades fisico-
guimicas e microbioldgicas do kefir.

Essas investiga¢cOes sdo cruciais para promover o desenvolvimento de novas
formulag@es, que atendam as demandas de uma dieta diversificada e saudavel, além
de possibilitar o reaproveitamento de residuos vegetais, alinhando-se aos principios
da sustentabilidade. Para avancar nesse sentido, € fundamental avaliar ndo apenas a

composicdo microbiolégica e as propriedades fisico-quimicas, mas também a
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bioacessibilidade de compostos bioativos. Além disso, a realiza¢éo de ensaios clinicos
sera indispensavel para validar os beneficios a salde e estabelecer padrdes de
controle de qualidade especificos, viabilizando a implementacdo comercial desses
produtos inovadores, sustentaveis e com impacto social, valorizando a agricultura
familiar e agregando valor a recursos locais. Dessa forma, esses esforcos podem
atender as expectativas do mercado consumidor global, promovendo beneficios tanto

para a saude quanto para a sustentabilidade ambiental.
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DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO — CAPITULO 4

5 HIPOTESE

A liofilizacdo do kefir de castanhas mantém a viabilidade das bactérias e leveduras
presentes no produto, permitindo sua utilizacdo na producdo em larga escala de

bebidas vegetais fermentadas?
6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade dos microrganismos do kefir de castanhas apos o processo de
liofilizacdo, averiguar seu potencial para a elaboracdo de uma bebida vegetal

fermentada estavel e executar uma analise sensorial em ambos os produtos.
6.2 Objetivos especificos

e Investigar as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do in6culo liquido
do kefir de castanhas e comparar com 0 exigido na legislagéo brasileira para
kefir;

e Examinar a viabilidade do in6culo liquido do kefir de castanhas,
especificamente, a contagem de bactérias acido laticas totais e leveduras, obter
o kefir liofilizado de castanhas a partir dele, analisar o kefir liofilizado de
castanhas em termos da viabilidade celular e comparar com as andlises
microbioldgicas iniciais e finais do inéculo liquido do kefir de castanhas;

e Determinar a taxa de sobrevivéncia dos microrganismos no kefir liofilizado
durante 1 ano e 6 meses de armazenamento em temperatura de geladeira (5 +
2°C);

e Desenvolver uma bebida vegetal fermentada com agai, suco de uva e suco de
cranberry utilizando o kefir liofilizado como cultura iniciadora,;

e Estudar a estabilidade e viabilidade da bebida através de testes como:
determinacdo de pH, acidez total, soOlidos sollveis totais e contagem de
bactérias acido laticas totais e leveduras durante 5 meses de armazenamento,
sob refrigeracao (5 £ 2°C);

e Realizar uma analise sensorial do kefir liofilizado de castanhas e da bebida

vegetal fermentada.



76

7 MATERIAIS E METODOS
7.1 Materiais
7.1.1 Reagentes e meios de cultura

As solucbes tampdes de pH 4,00 e 10,00, fenolftaleina 1% alcodlica (Neon),
hidroxido de sodio P.A - ACS micropérolas (Dinamica), solucédo de azul de metileno
1% (Exodo), cloreto de sodio P.A - ACS (Dinamica), agar Man, Rogosa e Sharpe
(Merck), agar Sabouraud Dextrose (Kasvi), 3M™ Petrifilm™ EC/CT e 3M™ Petrifilm™
CC termotolerantes foram adquiridos na Casa do Laboratdrio ou em sites de compra

especializados nesse segmento.
7.1.2 Equipamentos

Todos os equipamentos utilizados para a realizacao dessa pesquisa pertencem
ao setor de producédo ou ao controle de qualidade da BioLogicus: Termohigrometros
(Incoterm); Liofilizador (Liotop); Balanca semi analitica (Marte); Vortex
homogeneizador (BiomiXer); Camara fria; Capela de fluxo laminar (Telstar); Estufa
bacteriolégica de 35°C (Caltech); Estufa bacteriolégica de 40°C (Medclave);
Incubadora BOD (Marte); Contador de coldnias (Phoenix); Peneira (Bestfer); pHmetro
digital (Gehaka); Bureta (Uniglas) e suporte; Refratbmetro de Brix (7lab); Autoclave

(Quimis) e Destilador de agua (Marte).
7.2 Métodos

7.2.1 Obtencéo da amostra do in6culo liquido de kefir de castanhas

As amostras do in6culo liquido de kefir de castanhas (IL) foram obtidas no setor
de Pesquisa e Desenvolvimento da empresa de Biotecnologia Probidtica Industria e
Comeércio LTDA - BioLogicus. Para a adaptacdo dos gréaos de kefir de leite bovino a
bebida vegetal de castanhas, foi utilizada a bebida vegetal de castanha-de-caju e
castanha-do-para da marca “A Tal da Castanha”, adquirida no mercado local, esse
processo foi realizado conforme planejamento experimental pré-determinado (patente
BR 10 2014 002784-0). Os gréos utilizados no estudo séo provenientes da empresa
BioLogicus e seguem padronizacdo, controle e garantia de qualidade, possuindo em

sua composicao 20 principais cepas de microrganismos, dentre eles: Bifidobacterium
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bifidum, Bifidobacterium breve, Kazachstania servazzii, Kazachstania unispora,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Pichia
fermentans, Saccharomyces cerevisiae e Streptococcus thermophilus.

No laboratério de Controle de Qualidade da BioLogicus, as amostras do indculo
foram armazenadas em temperatura 5 = 2 °C. Preliminarmente, foi realizada uma
contagem total de bactérias acido laticas totais e leveduras com o intuito comparativo
posteriormente. As amostras seguiram para o setor de producao da empresa para dar

inicio ao processo de liofiliza¢ao.
7.2.2 Obtencéao do kefir liofilizado de castanhas

Os pos foram obtidos por meio de liofilizacdo, seguindo as diretrizes
estabelecidas no Procedimento Operacional Padréo da BioLogicus. Inicialmente, um
litro das amostras do indculo foi distribuido em cada uma das oito bandejas de aco
inox, totalizando oito litros em oito bandejas. Estas foram entdo submetidas a um
congelamento prévio de 48 horas a -40°C. Posteriormente, no liofilizador, o processo
de liofilizacao teve uma duracdo de aproximadamente 24 horas, a uma temperatura
de -25°C, com um vacuo mantido abaixo de 1000uHg. Ao término do processo, as
bandejas foram retiradas com uma temperatura de 27°C, indicando o término da
liofilizac&o. O kefir liofilizado (KL) resultante foram entdo peneirados e armazenados

em sachés de aluminio estéreis (Figura 1).
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Figura 1 - Etapas do processo de liofilizagéo

Legenda: 1: Garrafas do in6culo liquido do kefir de castanhas; 2- Bandejas com o indculo no
ultrafreezer; 3- Bandeja com produto apés a liofilizacdo e em saco plastico apds passar por
peneiramento; 4- Kefir liofilizado na embalagem final de armazenamento. Fonte: Autoria prépria
(2024)

7.2.3 Elaboracédo da bebida vegetal fermentada

7.2.3.1 In6culo para producédo da bebida

Foram utilizados 75 g de acai puro obtidos na Casa do Par4, 750 ml de agua,
60 g de acucar demerara da marca Petribu e 20 g de kefir liofilizado (cultura-méae).
Inicialmente, as matérias-primas foram pesadas, e o0 acai foi misturado com a agua
em um liquidificador. ApGs essa etapa, realizou-se a primeira medi¢cdo do teor de
sélidos soluveis (°Brix), que apresentou valor de 1,0 °Bx. Em seguida, adicionou-se o
kefir liofilizado e mediu-se novamente o teor de solidos soluveis, obtendo-se 1,9 °Bx.
Posteriormente, 5 ml de suco de limao foram adicionados e o acucar demerara foi
incorporado gradualmente até que a mistura atingisse 10,0 °Bx.

O inoculo, nessa etapa, apresentou pH inicial de 3,98 e foi transferido para um
Erlenmeyer de 1 litro, o qual foi fechado utilizando um tamp&o composto por algodao
e filme plastico. A fermentacgéo foi conduzida a temperatura controlada de 25 °C por
um periodo de 24 horas em Incubadora BOD da marca Marte. Ao final do processo
fermentativo, o teor de solidos soluveis reduziu-se para 8,0 °Bx, e o pH diminuiu para
3,05. O processo de fermentacéo foi entdo interrompido, e o inéculo foi armazenado

sob refrigeracdo a uma temperatura de 5 + 2 °C.
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7.2.3.2 Bebida vegetal fermentada

Foram utilizados 1% (10 ml) do in6culo, 400 ml de suco de uva integral da
marca OQ, 400 ml de suco de cranberry da marca Juxx e 200 ml de agua. Inicialmente,
0s sucos de uva e cranberry foram misturados em um béquer, e o teor de sélidos
soluveis (°Brix) foi medido, apresentando valor de 15 °Bx. Em seguida, adicionaram-
se a 4gua, 5 ml de suco de lim&do e o indculo, sendo realizada nova medicao, que
resultou em 10 °Bx e pH 4,07.

A mistura foi transferida para recipientes de 1 litro, que foram fechados com
tampdes compostos por algoddo e filme plastico. A fermentacdo foi iniciada a
temperatura controlada de 25 °C em incubadora BOD da marca Marte, e o °Brix e 0
pH foram monitorados a cada 12 horas. ApGs as primeiras 12 horas, observou-se uma
reducado do pH para 3,50 e do teor de sélidos soluveis para 9,5 °Bx. Apos 24 horas, 0
pH atingiu 3,23 e o teor de sdlidos solUveis reduziu-se para 9,0 °Bx. Nesse ponto, 0
processo fermentativo foi interrompido.

O produto final foi acondicionado em garrafas plasticas previamente
higienizadas e sanitizadas e, posteriormente, armazenado em camara fria a uma

temperatura de 5 °C.

7.2.4 Determinacdo dos parametros fisico-quimicos e organolépticos

As andlises fisico-quimicas para o inoculo liquido do kefir de castanhas e
bebida vegetal fermentada (sdélidos sollUveis totais, potencial hidrogenidnico e
determinacdo de acidez total) foram executadas em triplicata, segundo as
metodologias propostas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A andlise dos teores de
sélidos soluveis foi realizada utilizando um refratbmetro digital portétil, e os resultados
foram expressos em graus Brix (°Bx). As andlises organolépticas investigadas
(aspecto, cor, odor e sabor) foram avaliadas e estabelecidas conforme avaliagao
visual, olfativa e gustativa do pesquisador

O potencial de hidrogénio (pH) das amostras da bebida vegetal fermentada foi
medido com um potencidmetro digital devidamente calibrado, utilizando solugbes
tampdes comerciais pH 4,00 e 10,00. A determinacdo da acidez total foi conduzida
atraves da titulacdo da amostra com NaOH 0,1M, e os resultados foram apresentados
em g/100 ml.
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7.2.5 Caracterizacdo microbiologica

O in6culo liquido do kefir de castanhas, o kefir liofiizado de castanhas e a
bebida vegetal fermentada, foram submetidos as andlises de contagem de
microrganismos totais (bactérias acido-lacticas e leveduras) utilizando a metodologia
empregada no Procedimento Operacional Padrdo do laboratério de controle de
qualidade da BioLogicus que obteve como referéncia métodos tradicionais (AOAC,
2002); (APHA, 2001) e (Da Silva et al., 2007). Os resultados foram expressos em
Unidade Formadora de Colbnias por grama de amostra (UFC/g) ou (UFC/mI). As
amostras também foram submetidas a pesquisa de coliformes totais e
termotolerantes.

Para realizar as diluicdes seriadas, 1 ml (quando a amostra foi liquida) ou 1g
(quando a amostra foi em pd) foram introduzidos de maneira asséptica em tubos de
ensaio, contendo 9 ml de cloreto de sodio 0,85% previamente esterilizado. Em

seguida, a mistura foi homogeneizada em voértex por cerca de 1 minuto, resultando na
obtencédo da primeira diluigdo (10-1).

A partir da diluicdo 10-1, uma aliquota de 1 ml foi transferida assepticamente
para um tubo de ensaio contendo 9 ml de cloreto de sddio 0,85%, ambos estéreis,
resultando na diluicdo 10-2. A mistura foi homogeneizada em um voértex. As diluicbes
subsequentes seguiram um processo semelhante, até alcancar a diluicdo 10-8, e

foram ent&o inoculadas nos meios de cultura descritos posteriormente.

A avaliacdo da contagem de bactérias &cido laticas foi conduzida utilizando o
meio de cultura Agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS), que é seletiva para bactérias
acido lacticas. O procedimento de plagueamento foi realizado em triplicata. No caso
da contagem, 1 ml das diluicbes 10-* e 10-® foi inoculado em placas de Petri
descartaveis. Em seguida, aproximadamente 25 ml do meio MRS previamente
esterilizado a 121°C/15 minutos foram adicionados. Apos a adi¢do do meio de cultura,
as placas foram homogeneizadas. Em seguida, com a solidificacdo dos meios, as
placas foram invertidas e colocadas em Jarra anaerdbica, sendo incubadas a 35°C
por 3 dias.

A quantificagéo de leveduras foi conduzida utilizando o mesmo procedimento
empregado na contagem de bactérias. Em triplicata, 1 ml das diluicdes 10-* e 10-° foi

plagueado em placas de Petri descartaveis. Posteriormente, aproximadamente 25 ml
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do meio Agar Sabouraud Dextrose, previamente esterilizado a 121°C/15 minutos, foi
adicionado as placas e homogeneizado. Apos a solidificacdo do meio de cultura, as
placas foram viradas de cabeca para baixo e incubadas a 30°C por 5 dias em
condicdes aerdbias.

Para a investigacao e quantificacéo de coliformes totais e termotolerantes, uma
aliquota de 1 ml da diluicdo 10-2 das amostras foi inoculada em placas Petrifilm 3M

destinadas aos coliformes totais (CT), Escherichia coli (Ec) e coliformes
termotolerantes (CTT). Subsequentemente, as placas foram incubadas em uma estufa
a 35°C por 24 horas para coliformes totais e Escherichia coli. Para coliformes

termotolerantes, foram incubadas em estufa a 45°C por 24 horas.

7.2.6 Anélise sensorial

A analise sensorial do kefir liofilizado de castanhas e da bebida vegetal foi
aprovada pelo comité de ética, CAAE: 81614524.7.0000.5208, sob numero do
parecer: 7.021.458, de acordo com as Resolugdes 466/12 e 510/16 do Conselho
Nacional de Saude. Seu objetivo foi avaliar a aceitabilidade do kefir liofilizado de
castanhas e da bebida vegetal fermentada.

O estudo contou com a participacdo de 30 provadores nao treinados,
recrutados entre os clientes regulares da BioLogicus, consumidores de kefir, homens
e mulheres a partir dos 18 anos, atendendo aos seguintes critérios de inclusdo: ser
maior de 18 anos, consumidores habituais de kefir. Foram excluidos bebés, criancas,
gestantes e participantes intolerantes ou alérgicos a qualquer componente das
formulagcées. Um convite foi realizado para os interessados, explicando os objetivos
do estudo, os critérios de incluséo e excluséo e os procedimentos da analise sensorial.
Os interessados passaram por uma triagem para garantir que atendiam aos critérios
de inclusdo. Apés a triagem, os voluntarios elegiveis foram agendados para as
sessOes de analise sensorial, realizadas no local da empresa, na Avenida Afonso
Olindense, 72, Varzea, Recife-PE, em horéarios que respeitavam a disponibilidade dos
participantes e dos pesquisadores.

Antes do inicio das sessdes, 0s participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, no qual foram detalhados o0s obijetivos,
procedimentos, riscos e beneficios do estudo. Os participantes tiveram a oportunidade
de esclarecer quaisquer duvidas antes de consentir em participar da pesquisa.

Durante as sess0es, foi utilizada uma escala hedbnica de 7 pontos, variando de 7
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(gostei extremamente) a 1 (desgostei extremamente). As amostras foram
apresentadas aleatoriamente, e, entre as degustacdes, 0s participantes consumiram
agua para neutralizar os sabores. Apés a degustacao, preencheram um formulario de

analise sensorial de ambos os produtos.

7.2.7 Andlise estatistica

Foi utilizado a linguagem de programacao Python e bibliotecas especificas para
ciéncia de dados. O desenvolvimento pratico ocorreu em etapas, comecando pela
estruturacdo e verificacdo da consisténcia das bases de dados, seguida pela analise
exploratdria dos dados. Posteriormente, foram realizados testes de normalidade
(Shapiro-Wilk, Anderson-Darling e Lilliefors), testes de Friedman, o pés-hoc de Dunn
e, por fim, uma anélise temporal.

As analises fisico-quimicas (pH, sélidos soluveis e acidez total), do in6culo
liquido e da bebida vegetal fermentada realizadas em triplicata, foram avaliadas com
base na comparacdo entre médias e variancias, além da aplicacdo dos testes de
normalidade para verificar a distribuigcdo dos dados.

No experimento de viabilidade (contagem de bactérias &cido-laticas e
leveduras totais), também realizado em triplicata, os resultados foram analisados
comparando as médias e variancias utilizando os testes de Friedman e pds-hoc de
Dunn, com um nivel de significancia de 5%, por meio das bibliotecas Python
"scipy.stats" e "scikit_posthocs".

As andlises sensoriais (kefir liofilizado e bebida vegetal fermentada) foram
conduzidas com 30 provadores néo treinados, e os resultados foram avaliados pela
comparacgao entre médias e variancias, com énfase na analise de distribuicdo por
meio dos testes de normalidade e visualizacdo em graficos de coluna. Todos o0s

gréaficos foram gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn”.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do in6culo liquido do kefir
de castanhas

Os resultados obtidos referentes as caracteristicas organolépticas e fisico-
quimicas do inéculo liquido do kefir de castanhas comparados com o exigido na

legislacédo, estdo dispostos no Quadro 1.

Quadro 1 - Andlises organolépticas e fisico-quimicas do In6culo liquido do kefir de castanhas

Caracteristicas organolépticas Caracteristicas fisico-
guimicas
Aspecto Cor Odor/Sabor pH Acidez SS
total (%)

Inéculo Liquido Branco amarelado Caracteristico 4,10 £ [ 0,90% + | 6,2 *
liquido pastoso de fermentado 0,005 | 0,015 0,00
Legislacéo Consisténcia | Branca ou de acordo | Caracteristico - <1% -
IN N. 46 de | firme, com a substancia(s) | ou de acordo com a(s)
2007 - MAPA | pastosa, alimenticia(s) e/ou | substancia(s) alimenticia(s) e/ou

semissélida corante(s) substancia(s)

ou liquida adicionado(s). aromatizante(s)/saborizante(s)

adicionada(s)

Legenda: SS- Sdlidos solUveis; pH-potencial hidrogeniénico Fonte: Autoria propria (2024).

De acordo com Caetano e Montanhini (2014) o kefir € um alimento caseiro
fermentado a temperatura ambiente, o que dificulta o controle da temperatura e a
padronizacdo do pH. Em dias mais quentes, o kefir torna-se mais acido, o que contribui
para um efeito antimicrobiano contra patégenos. No entanto, um pH muito baixo pode
afetar negativamente a aceitacao do consumidor.

Na analise fisico-quimica, o pH do in6culo liquido do kefir de castanhas foi de
4,1, valor esperado para produtos fermentados e proximo ao do iogurte (4,6),
considerado mais agradavel ao paladar (Wulansari et al., 2023). A acidez total, medida
em 0,90%, estéa dentro dos padrdes exigidos para o kefir pela legislacdo, alinhando-
se a resultados relatados por Araujo et al. (2017). Ja os sélidos soluveis, com valor de
6,2, confirmam a presenca esperada de componentes sollveis no indculo, como

destacado por Costa et al. (2018).




84

8.2 Avaliacdo da viabilidade do in6culo liguido do kefir de castanhas em

comparacao ao kefir liofilizado inicialmente (24 horas)

Os resultados médios obtidos da contagem inicial de bactérias &cido-lacticas
totais e leveduras totais das amostras do inéculo liquido do kefir de castanhas e do

kefir liofilizado de castanhas, comparados com o exigido na legislacdo, estédo

dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Contagem inicial de bactérias acido-lacticas e leveduras nas amostras do indculo liquido

do kefir de castanhas e do kefir liofilizado.

Amostras Bactérias acido laticas Leveduras totais UFC/g Coliformes totais/ Coliformes
totais Escherichia coli termotolerantes

(24 horas)

IL (UFC/mI) 8,53x107 6,30x107 AUS AUS

KL (UFC/g) 1,17x108 7,63x107 AUS AUS

Legislacéo Minimo 107 Minimo 10* <10 (NMP/g) <3 (NMP/g)

(UCF/ml)

Legenda: IL: in6culo liquido; KL: Kefir liofilizado. AUS: ausente; UFC/g: Unidade formadora de coldnia
por grama; UFC/ml: Unidade formadora de colénia por ml; NMP/g: NiUmero mais provavel por grama.

Fonte: Autoria propria (2024)

A avaliacdo da quantidade de microrganismos apds o processo de liofilizagcéao
revelou que apesar de estarem em formas distintas, a viabilidade inicial permaneceu
alta, com a quantificacdo dos microrganismos presentes no p6é apresentando uma
quantificacdo maior do que o encontrado no indculo liquido.

Infere-se que a disparidade entre o0 aumento da contagem de bactérias acido
laticas e leveduras ap6s a liofilizacdo pode ser atribuida, em parte, a concentracao de
microrganismos no processo. A liofilizacdo envolve a remocao da agua presente no
inodculo, 0 que resulta em uma maior concentracdo de microrganismos por peso. Esse
aumento na concentracao pode levar a uma contagem total mais elevada de bactérias
acido-laticas e leveduras em comparacdo com a forma liquida, onde os

microrganismos estéo mais dispersos.
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Ademais, a parede celular das leveduras é estruturalmente mais complexa do
gue a das bactérias, possuindo uma combinacéo de polissacarideos, glicoproteinas e
quitina, enquanto as bactérias geralmente apresentam uma parede composta
principalmente por peptidoglicano (Kuhn, 2019; Brown; Esher; Alspaugh, 2019).
Durante a liofilizacdo, diversas mudancas estruturais ocorrem nas células dos
microrganismos devido a desidratacdo extrema e ao congelamento. Esse processo
pode causar o colapso estrutural da parede celular e da membrana plasmética, além
de reduzir a fluidez da membrana, criando fissuras e danos causados pela formacao
de cristais de gelo (Rockinger; Funk; Winter, 2021). Se o inoculo tivesse passado por
uma temperatura mais baixa (-80°C) antes do processo de liofilizacdo como em outros
estudos que utilizam esse padrdo para liofilizagdo com leveduras (Has et al., 2020;
Freitas et al., 2020), ao invés de -40°C, € provavel que as leveduras passariam por
menos danos causados pelos cristais de gelo. Isso ocorreria porque, como relata por
Mazur (1984) em temperaturas mais baixas, a formacé&o de cristais de gelo seria mais
controlada e menos agressiva a estrutura celular, reduzindo os danos mecéanicos a
parede celular e & membrana, com um congelamento mais lento e controlado, as
leveduras teriam mais tempo para formar uma estrutura vitrificada e,
consequentemente, melhor preservacao de sua integridade celular.

Em relacdo aos padrdes microbioldgicos regulatérios estabelecidos, a principio
tanto o inéculo liquido quanto no kefir liofilizado apresentaram niveis acima do minimo
exigido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Além disso,
no que diz respeito a pesquisa de coliformes totais e fecais, ambas as amostras
registraram auséncia desses microrganismos. Esse resultado atesta a conformidade
sanitaria das amostras analisadas. Ghedini et al. (2020) analisaram a qualidade
microbioldgica do kefir e verificaram auséncia de coliformes termotolerantes em todas
as amostras. No entanto, algumas amostras apresentaram coliformes totais (35°C) em
quantidades de 43 NMP/g. De acordo com a legislacdo, os niveis aceitaveis de
contagem para coliformes a 35°C e 40°C variam de 10 a 100 NMP/g,

respectivamente.

8.3 Avaliacdo da viabilidade do ino6culo liquido do kefir de castanhas em

comparacao ao kefir liofilizado apds 60 dias.

E possivel constatar que a contagem total de bactérias acido laticas totais e

leveduras totais no inéculo liquido apresentou uma significativa reducdo na contagem
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dos microrganismos apos 60 dias (p < 0,05). Ademais, a quantidade total de bactérias
acido lacticas situou-se abaixo do limiar estabelecido pela legislacdo vigente,
resultando na amostra sendo considerada fora dos padrdes de qualidade
preconizados. Em contrapartida, verificou-se que a amostra de kefir liofilizado
manteve-se consistentemente dentro dos parametros referidos. Esses achados estao

dispostos na tabela 2.

Tabela 2 - Comparacao da contagem de microrganismos totais do inoculo liquido e do kefir liofilizado

apos 60 dias.
Amostras Bactérias acido laticas Leveduras totais Coliformes totais/ Coliformes
(60 dias) totais Escherichia coli termotolerantes
Legislacéo Minimo 107 Minimo 10% <10 (NMP/qg) <3 (NMP/qg)

IL: inéculo liquido; KL: Kefir liofilizado. AUS: ausente; UFC/g: Unidade formadora de colbnia por
grama; UFC/ml: Unidade formadora de coldnia por ml; NMP/g: Nimero mais provavel por grama.
Fonte: Autoria propria (2024).

Kefir liquido é mais suscetivel a alteraces ambientais, como flutuacdes de
temperatura, que, associadas a atividade metabdlica continua, podem acelerar sua
degradacéo e esgotar os nutrientes com maior rapidez. Isso torna o ambiente mais
acido e in6spito para os microrganismos. Ja a liofilizagdo, uma técnica eficaz para
preservar a viabilidade dos microrganismos probioticos, cria uma matriz de gelo que
reduz a agua disponivel, mantendo os microrganismos em estado de dorméncia e
inibindo sua atividade metabdlica durante o armazenamento (Costa, 2019; Conde,
2020). A multiplicacéo significativa desses microrganismos no kefir liofilizado (KL), em
comparacao ao kefir liquido (IL), evidencia a capacidade da liofilizagdo de preservar
sua viabilidade durante o armazenamento prolongado. Além disso, a auséncia de
coliformes totais e Escherichia coli em ambas as amostras destaca a seguranga
microbiolégica dos produtos. Ghedini et al. (2020) ressaltam a importancia da
detecc¢édo e controle desses microrganismos patogénicos, pois sua presenga em niveis

elevados pode representar riscos a saude do consumidor. Os resultados obtidos
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indicam que o kefir liofilizado mantém uma alta contagem de microrganismos viaveis
apos dois meses de armazenamento, 0 que € essencial para sua utilizacdo como

probidtico.

8.4 Avaliacédo de caracteristicas organolépticas e viabilidade do kefir liofilizado

A tabela 3 mostra os resultados médios obtidos das contagens de
microrganismos totais, pesquisa de coliformes totais e termotolerantes e

caracteristicas organolépticas do kefir liofilizado ao longo de 1 ano e seis meses.

Tabela 3 - Viabilidade do kefir liofilizado de castanhas durante 18 meses.

Tempo Caracteristicas Caracteristicas microbiologicas

organolépticas

Aspecto | Cor | Odor/ | CT/EC| CTT Contagem de Contagem de
Sabor Bactérias acido Leveduras totais

lacticas (UFC/g) (UFCl/q)

24 C C C AUS  AUS 1,16x108 7,63x107
horas

7.0dia C C C AUS AUS 1,05x108 7,56x107

15.°dia C C C AUS AUS 9,60x107 6,80x107

30.°dia C C C AUS AUS 9,46x107 6,53x107

60.°dia C C C AUS AUS 9,43x107 6,53x107

90.°dia C C C AUS AUS 9,13x107 6,50x107

120.°dia C C C AUS AUS 8,96x107 6,03x107
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150.°dia AUS AUS 8,70x107 2,13x107
180.°dia AUS AUS 8,5x10 9,56x10°
210.°dia AUS AUS 8,16x107 9,03x10°
240.°dia AUS AUS 7,93x107 8,10x10°
270.°dia AUS  AUS 7,90x107 8,03x10°
300.°dia AUS  AUS 7,03x107 7,46x10°
330.%dia AUS AUS 6,70x107 7,36x10°
365.%dia AUS AUS 6,26x107 6,76x10°
395.°dia AUS AUS 5,33x107 5,87 x10°
435.°dia AUS  AUS 3,77x107 4,73x10°
455.°dia AUS AUS 3,13x107 3,30x10°
485.°dia AUS AUS 2,70x107 9,10x10°
515.°dia AUS AUS 1,67x107 1,83x10°
545 .°dia AUS AUS 8,83x10° 9,33x10*

Legenda: C: conforme; AUS: ausente; UFC/g: Unidade formadora de colbnia por grama; CT: coliformes

totais; EC: Escherichia coli; CTT: coliformes termotolerantes Fonte: Autoria prépria (2024)
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No que se refere as bactérias acido-laticas totais, o teste de Friedman revelou
um valor de p de 0,0000119. Esse valor extremamente baixo (p < 0,05) indica
diferencas estatisticamente significativas nas concentracbes de bactérias 4cido-
laticas entre os diferentes periodos avaliados.

O teste pds-hoc de Dunn mostrou que, ha maioria das comparacdes entre 0s
dias, os valores de p foram iguais a 1,000, indicando auséncia de diferencas
significativas entre esses dias. I1sso sugere que as concentracdes de bactérias 4cido-
laticas permaneceram semelhantes na maior parte do tempo. Fixado o dia 7,
observou-se que as diferencas nos valores de p comecaram a se tornar evidentes a
partir do dia 365, mas sO se tornaram estatisticamente significativas a partir do dia
515. Entre os dias analisados, a comparacao entre o dia fixado e o dia 395 apresentou
um valor de p de 0.611272, sugerindo que ndo houve diferenca significativa entre o
intervalo desses dias, embora esse seja 0 ponto em que a variagdo comecou a se
manifestar. No dia 425, o valor de p foi 0.279816, e no dia 485, o valor de p estava
muito préximo de indicar uma diferenca significativa, com o valor de 0.065908.
Finalmente, no dia 515, foi detectada uma diferenca estatisticamente significativa, com
o valor de p de 0.028860. Esses resultados demonstram que, até o dia 515
(correspondente a 1 ano e 5 meses), as bactérias acido-laticas apresentaram
comportamento estavel, sem reducao significativa na contagem.

No que se refere as leveduras totais, o teste de Friedman revelou um valor de
p de 0.0000125, indicando diferencas estatisticamente significativas nas
concentracdes de leveduras totais entre os diferentes periodos avaliados.

O teste p6s-hoc de Dunn mostrou que, na maioria das comparacfes entre 0s
dias, os valores de p foram iguais a 1,000, indicando auséncia de diferencas
significativas entre esses dias. No entanto, também h& intervalos em que as
diferencas se tornaram mais pronunciadas (novamente fixando o dia 7). A partir do dia
395, a diferenga comecou a surgir, com um valor de p de 0.611758, embora ainda
sem ser significativa. No dia 425, a comparacao entre o dia fixado e o dia 425 resultou
em um valor de p de 0.303527. Ja no dia 485, o valor de p foi 0.065984, indicando
uma diferenga quase significativa. Finalmente, no dia 515, foi observada uma
diferenca significativa em relagéo ao dia fixado, com p de 0.028897. Esses resultados
indicam que, embora as populacdes de bactérias acido laticas e leveduras totais
possam ser relativamente estaveis ao longo do tempo, mudancas nos valores de p

comegam a ocorrer apos per periodos mais longos, sendo significativas a partir do dia



90

515. Assim, esse periodo pode ser considerado um indicativo do prazo de validade
microbiolégico do produto.

Os resultados obtidos ao longo dos 18 meses de estudo demonstraram que,
até o 17° més, tanto a contagem total de bactérias acido-laticas quanto de leveduras
permaneceu dentro dos limites estabelecidos pelo MAPA, sugerindo uma preservacao
satisfatoria da viabilidade microbiana do kefir liofilizado de castanhas durante o
periodo de armazenamento. No entanto, no 18° més, a contagem de bactérias acido-
laticas foi de 8.83x10° UFC/g, ficando abaixo do limiar estabelecido pelo MAPA, o que

indica uma reducdo na viabilidade microbiana no final do periodo de estudo. As
leveduras, por sua vez, apresentaram preservacao até o 18° més, mantendo-se dentro
dos padrbes estabelecidos. As Figuras 2 e 3 ilustram as redugdes observadas nas
contagens de bactérias laticas totais e leveduras totais ao longo do tempo, conforme

analise temporal.
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Figura 2- Analise temporal das bactérias acido laticas totais
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn".

Analisando a Figura 2, observa-se que, nos primeiros 100 dias, ha uma reducao
gradual na quantidade de bactérias acido laticas, indicando uma diminuicédo
progressiva da populagédo microbiana. Entre os dias 100 e 300, a diminui¢do continua,
mas de forma mais lenta e constante, sugerindo uma fase de maior estabilizacdo da
viabilidade. Apés o dia 300, a queda se acentua, especialmente entre os dias 400 e
500, alcancando valores bem mais baixos no final do periodo analisado. Infere-se que
esse comportamento reflete a diminuicdo da viabilidade das bactérias acido-lacticas
ao longo do tempo, provavelmente devido a fatores como o esgotamento de
nutrientes, o acumulo de subprodutos metabdlicos ou mudancas nas condicdes

ambientais.

Figura 3 - Analise temporal das leveduras totais
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn".
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Analisando a Figura 3, € possivel concluir que, nos primeiros 100 dias, ha uma
gueda gradual na contagem de leveduras, indicando uma reducdo na viabilidade
microbiana. ApOs esse periodo, entre os dias 100 e 200, observa-se uma queda
acentuada na contagem de leveduras, possivelmente associada ao esgotamento de
nutrientes ou as condi¢cdes do meio. Entre os dias 200 e 400, a contagem de leveduras
se estabiliza em niveis mais baixos. A partir do dia 400 até o dia 500, percebe-se uma
leve diminuigdo na contagem, seguida de estabilizag&o no final do periodo analisado.
Infere-se que esse padrdo reflete a diminuicdo progressiva da atividade metabdlica
das leveduras ao longo do tempo, caracteristica comum em sistemas fermentados
submetidos a longos periodos de armazenamento.

Esses achados confirmam que a liofilizacdo é um método eficaz para manter a
viabilidade microbiana ao longo do tempo e estdo alinhados com estudos prévios
sobre a estabilidade de microrganismos apos liofilizagdo, destacando a relevancia
dessa técnica para a qualidade e seguranca dos produtos fermentados (Garcia et al.,
2023; Costa, 2019; Costa, 2023).

A reducao observada na contagem microbiana entre os valores iniciais e finais
era esperada, considerando as condicdes de armazenamento. Flutuacfes de
temperatura e umidade relativa do ar podem submeter os microrganismos a estresses,
resultando em uma reducdo gradual na viabilidade. Costa (2019) observou que
embora a liofilizacdo seja um método eficaz para desidratacdo que minimiza danos
celulares e preserva a integridade dos microrganismos por periodos prolongados,
processos de degradacao celular podem ocorrer ao longo do tempo, contribuindo para
a reducéo da viabilidade microbiana.

A liofilizacdo de produtos fermentados, que envolve congelamento e
sublimacéo do gelo sob vacuo, expbe 0s microrganismos a estresses de temperatura
e desidratacdo, podendo comprometer sua viabilidade celular. Para mitigar esses
efeitos, a adicdo de crioprotetores ao indculo é pratica comum, pois protege 0s
microrganismos durante o processo, aumentando sua viabilidade apos a reidratacao
(Silva, 2014). No kefir, esses impactos sdo reduzidos devido a sua composicao
microbiana diversificada, com predominancia de Lactobacillus. Essas bactérias
produzem kefiran, um polissacarideo extracelular composto por galactose e glicose,
gue protege 0s microrganismos contra estresses osmoticos e térmicos ao formar uma
camada viscosa ao redor das células, aumentando sua resisténcia e estabilidade
(Plessas et al., 2017).
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8.5 Avaliacdo da estabilidade organoléptica e fisico-quimica e viabilidade da

bebida vegetal fermentada

A Tabela 4 apresenta as médias dos resultados das analises organolépticas,

fisico-quimicas e microbiol6gicas da bebida vegetal fermentada ao longo de 150 dias.

Tabela 4 — Avaliacdo das caracteristicas organoléticas, fisico — quimicas e viabilidade da bebida

vegetal fermentada durante 150 dias.

Caracteristicas organolépticas

Caracteristicas microbiolégicas

Tempo

Aspecto Cor Odor pH ACDT (%) S.S CT/EC CTT Cont. BALT Cont. LT

(UFCIg) (UFClg)

24h C C C 3.25+0.020 0.19+0.015 9 AUS AUS 5.13 x107 7,63x107
7.5dia C C C 3.46+0.150  0.21+0.015 9  AUS AUS 5.13x107 5.53x10°
15.°dia C C C 3.73£0.070  0.22+0.015 9 AUS AUS 4.97x107 5.20x10°
30.°dia C Cc Cc 3.73£0.115 0.22+0.010 9 AUS AUS 4.80x107 5.13x10°
60.°dia c c c 3.89+0.030 0.23+0.011 9 Aus AUS 4235107 4.70x10°
90.°dia c c c 3.95+0.025 0.22+0.015 9  AUS AUS  413x107 4.43x10°
120°dia  C c c 3.97+0.020 0.23+0.005 9  AUS AUS  403x107 4.00x10°
150.°dia C C C 4.00+£0.020 0.24+0.011 9 AUS AUS 2.97x107 3.47x10°

Legenda: C: conforme; AUS: ausente; UFC/g: Unidade formadora de col6nia por grama; pH: potencial

hidrogeniénico; ACDT: acidez total; S.S: sélidos solUveis; CT: coliformes totais; EC: Escherichia coli;

CTT: coliformes termotolerantes; Cont. BALT: contagem de bactérias acido laticas totais; Cont. LT:

contagem de leveduras totais. Fonte: Autoria prépria (2024)
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Quanto ao pH, o teste de Friedman revelou um valor de p de 0.0037. Esse valor
extremamente baixo (p < 0,05) indica diferencas estatisticamente significativas entre
os dias. O teste pos-hoc indica uma diferenca significativa entre os dias 1 e 150 (p =
0.009292), mas ndo ha outras diferencas significativas entre os pares de dias
restantes.

Sales et al. (2020) relataram uma faixa de pH entre 3,96 e 4,51, influenciada
pelo tempo de fermentacao e pela concentracéo de polpa de acgai adicionada. Wichello
et al. (2023) em um estudo sobre a desenvolvimento e estabilidade fisico-quimica de
uma bebida fermentada com suco de uva e grédos de kefir, registrou um pH de 3,18,
resultados que corroboram com os obtidos neste trabalho.

Quando realizado o teste de Friedman para acidez total foi revelado um valor
de p de 0.1208, sem diferenca significativa entre os dias, mostrando que a acidez total
permaneceu estavel ao longo do tempo, o que pode sugerir que a produc¢ao de acidos
organicos nao variou de forma significativa nesse periodo. Wichello et al. (2023)
observaram médias de acidez total variando de 0,63% a 1,97%, enquanto Sales et al.
(2020) encontraram valores entre 0,59% e 1,12%. Ja Tavares et al. (2020), em um
estudo de kefir a partir de extrato de arroz integral, reportaram uma acidez total de
0,25%. Da mesma forma, Souza e Silva (2017), que também utilizaram extrato de
arroz integral, verificaram uma acidez total variando de 0,23% a 0,29%. Esses dois
altimos estudos apresentam uma acidez total mais baixa, similar a observada no
estudo presente, que variou de 0,19% a 0,24%.

N&o foi possivel realizar o teste estatistico para os sélidos solluveis, pois hao
houve variacdo entre os dias. Isso significa que o valor de p ndo pdde ser calculado.
Wichello et al. (2023) observaram um valor de 5,0 °Brix, enquanto Sales et al. (2020)
registraram valores entre 12,70 e 14,40 °Brix. Em contraste, Paredes, Escudero-Gilete
e Vicario (2022), em um estudo sobre a elaboracéo e caracterizacao de kefir de suco
de frutas e vegetais (magd, cenoura, beterraba e morango) com 24 horas de
fermentacdo, apresentaram valores de °Brix variando de 8,69 a 9,93. Da mesma
forma, Sun et al. (2024), que utilizaram suco de chokeberry (Aronia melanocarpa),
observaram uma concentragdo de solidos soluveis de 9,83 °Brix, resultados mais
préximos dos encontrados neste estudo, que foi de 9,0 °Brix.

No tocante as bactérias acido-laticas totais, o teste de Friedman revelou um
valor de p de 0.0048, (p < 0,05) indicando diferencas estatisticamente significativas

nas concentracdes de bactérias acido-laticas entre os diferentes periodos avaliados.
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O teste pds-hoc de Dunn mostrou que houve alteracdes significativas principalmente
entre os dias 1 e 150. Rios (2021), em um estudo sobre o desenvolvimento e

caracterizacdo de extratos vegetais fermentados por kefir, observou que, apds 24
horas de fermentacdo, as bactérias acido-laticas atingiram 5,25x10® UFC/mL no
extrato de arroz integral. Wichello et al. (2023), por sua vez, registraram uma
contagem de 1,0x107 UFC/mL ao longo de cinco semanas de avaliagdo, embora ndo

tenham relatado contagens de leveduras. De maneira semelhante, Sales et al. (2020)

observaram, durante 45 dias de armazenamento, contagens de bactérias acido-laticas
viaveis entre 107 e 108 UFC/mL, destacando o potencial probiético do produto. Esses
resultados sdo consistentes com os encontrados no estudo presente, que mantiveram
uma contagem de 10 UFC/mL durante todo o periodo de avaliag&o.

No que se refere as leveduras totais, o teste de Friedman revelou um valor de
p de 0.0024 (p < 0,05) indicando diferengcas estatisticamente significativas nas
concentracbes entre os diferentes periodos avaliados. O teste pds-hoc de Dunn
mostrou que houve alteracdes significativas principalmente entre os dias 1 e 150.

Rios (2021), em um estudo sobre o desenvolvimento e caracterizacdo de
extratos vegetais fermentados por kefir, observou que, apés 24 horas de fermentacéao,
as leveduras, o maior valor encontrado foi nos extratos de arroz integral e castanha

do Para, com 2,53 x 108 UFC/mL e Sales et al. (2020) observaram que a contagem

de leveduras nas formulacées estudadas variou de 0,71x107- 1,1x10° UFC/ml a 0,19x
107 - 0,17x10® UFC/ml ap0s 45 dias o que corrobora com os resultados deste estudo,

que, apés 140 dias, ainda apresentava uma contagem de 10° UFC/ml. A Figura 4

apresenta o aumento do pH ao longo dos dias, conforme analise temporal.
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Figura 4 - Andlise temporal do pH da bebida vegetal fermentada.
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn”.

Analisando a Figura 4, € possivel concluir que, nos primeiros 20 dias, o pH da
bebida fermentada aumenta de forma acentuada, indicando uma reducao rapida da
acidez. Entre os dias 20 e 60, o pH se estabiliza gradualmente, com um leve aumento
continuo. ApGs esse periodo, de 60 a 140 dias, o pH segue subindo de maneira lenta
e constante, atingindo um valor proximo a 4 e estabilizando-se ao final do intervalo
analisado. Esse comportamento sugere uma neutralizacdo progressiva do meio,
possivelmente devido a diminuicdo da atividade metabdlica dos microrganismos
fermentadores ao longo do tempo. As Figuras 5 e 6 apresentam a reducao nas
contagens de bactérias laticas totais e leveduras totais da bebida vegetal fermentada

ao longo do tempo, conforme analise temporal.

Figura 5 - Analise temporal das bactérias acido laticas da bebida vegetal fermentada
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn".
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Analisando a Figura 5, € possivel concluir que a contagem total de bactérias
lacticas (CTBALT) apresenta uma reducédo gradual ao longo de 140 dias de anélise.
Inicialmente, os valores comegam em aproximadamente 5,2x10” UFC/g e diminuem
de forma consistente, com uma leve estabilizacdo entre os dias 60 e 100. Apds o dia
120, a reducdo se acentua, atingindo valores préximos a 3,0x107 UFC/g ao final do
periodo analisado. Esse comportamento sugere uma diminuicdo progressiva da
viabilidade das bactérias lacticas ao longo do tempo, provavelmente devido a reducéo
de nutrientes disponiveis ou a condi¢des menos favoraveis ao crescimento microbiano
no produto armazenado. A estabilizacdo observada entre os dias 60 e 100 pode
indicar uma fase de adaptacdo ou uma taxa de declinio menor na populagéo

bacteriana antes de uma queda mais acentuada.

Figura 6 - Andlise temporal das leveduras totais na bebida vegetal fermentada
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn”.

Analisando a Figura 6, é possivel observar que a contagem total de leveduras
na bebida vegetal fermentada segue uma tendéncia de diminuicdo ao longo do

periodo de andlise. Inicialmente, a contagem era de aproximadamente 5,7x10® UFC/g

no dia 0, caindo para cerca de 3,6x10°% UFC/g no dia 140. Embora essa reducéo tenha

ocorrido, os valores apresentaram uma queda gradual e constante, mas sem
variagcdes abruptas. Esse comportamento sugere que, ao longo do tempo, houve uma
diminuicdo na viabilidade dos microrganismos presentes na bebida vegetal,
possivelmente devido a fatores como condi¢cdes de armazenamento ou limitacdes de
nutrientes. No entanto, a queda foi gradual, o que indica que 0s microrganismos

mantiveram uma atividade metabdlica residual ao longo de todo o periodo de analise.
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Isso pode sugerir uma estabilidade relativa do produto durante o intervalo observado,

mesmo com a reducao na contagem microbiana.

8.6 Andlise sensorial do kefir liofilizado e da bebida vegetal fermentada

A andlise sensorial contou com a participacéao de 30 provadores nao treinados,
gue avaliaram o kefir liofilizado e a bebida vegetal fermentada em diferentes atributos
sensoriais. Para a avaliagéo, foi utilizada a escala hedonica de 7 pontos, amplamente
empregada em testes de analise sensorial para medir o grau de prazer ou desagrado
gue os consumidores sentem em relacdo a um produto alimenticio. Essa escala é
composta pelas seguintes categorias: desgostei muitissimo, desgostei muito,
desgostei moderadamente, nem gostei nem desgostei (neutro), gostei
moderadamente, gostei muito e gostei muitissimo.

No aspecto visual, ambos os produtos receberam a mesma nota média de 6,57,
situando-se entre as categorias “gostei muito” e “gostei muitissimo”, o que reflete uma
excelente aceitacao visual pelos participantes. Em relacdo a impressao geral e ao
odor, o kefir liofiizado apresentou uma leve vantagem sobre a bebida vegetal
fermentada, com médias de 6,40 contra 6,33 para a impressao geral, e 6,47 contra
6,37 para o odor, indicando uma preferéncia ligeiramente maior para o kefir nesses
dois aspectos. Contudo, no quesito sabor, a bebida vegetal fermentada obteve a nota
mais alta, com uma média de 6,50, destacando-se como o atributo mais apreciado
pelos provadores. As médias gerais, acompanhadas de seus respectivos desvios
padrdo para cada atributo avaliado, foram expressas na Tabela 5.

De modo geral, as médias em torno de 6 em todos os atributos avaliados
indicam que tanto o kefir liofilizado quanto a bebida vegetal fermentada foram bem

aceitos pelos provadores, evidenciando seu alto potencial de aceitacdo pelo publico

consumidor.
Tabela 5 — Comparativo da analise sensorial do kefir liofilizado e da bebida vegetal fermentada
Amostras Aspecto visual | Impressdo Sabor Odor
geral
Kefir liofilizado 6.57+0.62 6.40%£0.55 6.33£0.75 6.47+0.62
Bebida vegetal fermentada 6.57+0.50 6.33+0.60 6.50+0.56  6.37+0.60

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Os dados obtidos foram apresentados em gréaficos separados para cada amostra
demonstrando a distribuicdo das notas por caracteristica nas Figuras 7 e 8, permitindo

uma visualizacdo clara da aceitacao sensorial dos produtos

Figura 7 - Distribuicdo das notas por caracteristica (kefir liofilizado de castanhas)
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn".

Na Figura 7, € possivel observar que nenhum dos atributos avaliados recebeu
nota inferior a 4, evidenciando uma boa aceitacdo dos produtos. No total de 30
voluntérios, para o aspecto visual, 19 participantes (63,33%) atribuiram nota 7, 9
(30,00%) nota 6 e 2 (6,67%) nota 5. Em relacdo ao odor, 16 voluntarios (53,33%)
votaram na nota 7, 12 (40,00%) na nota 6 e 2 (6,67%) na nota 5. No quesito sabor, 14
avaliadores (46,67%) atribuiram nota 7, 13 (43,33%) nota 6 e 2 (6,67%) nota 5. Por
fim, na impresséo geral, 13 participantes (43,33%) atribuiram nota 7, 16 (53,33%) nota
6 e apenas 1 (3,33%) atribuiu nota 5. Esses resultados demonstram que a maior parte
das avaliacdes se concentrou nas notas mais altas da escala hedénica, indicando uma

excelente aceitacdo dos produtos avaliados.
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Figura 8 - Distribuicdo das notas por caracteristica (bebida vegetal fermentada)
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Fonte: Gerados utilizando as bibliotecas Python "matplotlib.pyplot" e "seaborn".

Na Figura 8, é possivel observar que nenhum dos atributos avaliados recebeu
nota inferior a 4, evidenciando uma boa aceitacdo dos produtos. No total de 30
voluntérios, para o aspecto visual, 17 participantes (56,67%) atribuiram nota 7 e 13
(43,33%) nota 6. Em relacdo ao odor, 13 voluntéarios (43,33%) votaram na nota 7, 15
(50,00%) na nota 6 e 2 (6,67%) na nota 5. No quesito sabor, 16 avaliadores (53,33%)
atribuiram nota 7, 13 (43,33%) nota 6 e 1 (3,33%) nota 5. Por fim, na impresséo geral,
12 participantes (40,00%) atribuiram nota 7, 16 (53,33%) nota 6 e apenas 2 (6,67%)
atribuiram nota 5.

Esses resultados reforcam que os produtos avaliados apresentam uma
aceitacao consistente entre os diferentes atributos sensoriais. O predominio de notas
altas em todos os quesitos analisados indica o potencial dos produtos para atender as
expectativas sensoriais do publico-alvo, mostrando que ambos possuem

caracteristicas promissoras para o mercado.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que a viabilidade dos microrganismos do kefir liofilizado foi
amplamente demonstrada ao longo do estudo, evidenciando a eficacia do processo
de liofilizagdo em manter as bactérias acido-laticas e as leveduras viaveis por até um
ano e cinco meses em condicdes de armazenamento refrigerado. Embora a Instrucao
Normativa N. 46 de 2007 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento seja
especifica para leites fermentados de origem animal, ela serviu como parametro
comparativo, uma vez que era a referéncia disponivel sobre os requisitos
microbioldgicos para o kefir, dada a auséncia de regulamentacdes especificas para
kefir vegetal. Esse embasamento forneceu uma base soélida para a andlise da
estabilidade microbiolégica e validou a viabilidade do kefir liofilizado em conformidade
com os padrdes exigidos para produtos fermentados.

A bebida vegetal fermentada elaborada a partir do kefir liofilizado demonstrou
estabilidade e viabilidade ao longo dos cinco meses de avaliagdo, com parametros
fisico-quimicos, como pH, acidez total e sélidos sollveis, dentro dos padrdes
esperados para produtos fermentados. As contagens microbioldgicas de bactérias
acido-laticas e leveduras também indicaram que o kefir liofilizado mantinha suas
propriedades funcionais durante todo o periodo de armazenamento refrigerado.

Além disso, a andlise sensorial, conduzida com 30 provadores nao treinados,
revelou excelente aceitacdo dos produtos, destacando aspectos como visual, odor,
sabor e impressao geral. As médias obtidas nas avaliacdes sensoriais indicaram que
tanto o kefir liofilizado quanto a bebida vegetal fermentada possuem grande potencial
de aceitacdo por parte dos consumidores. Isso refor¢ca a viabilidade do uso do kefir
liofilizado como ingrediente em novos produtos alimenticios, especialmente aqueles
voltados para o publico que busca alternativas veganas e funcionais.

Portanto, este estudo contribuiu com respostas para 0s objetivos propostos e
para o avango do conhecimento sobre o uso do kefir liofilizado em produtos
alimenticios, abrindo caminho para o desenvolvimento de bebidas vegetais
fermentadas com caracteristicas probidticas. A combinacdo da liofilizagdo com a
utilizacdo de extratos vegetais oferece uma alternativa promissora para a producao
de alimentos funcionais, alinhando-se a crescente demanda por produtos mais

saudaveis e inovadores no mercado.
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APENDICE D - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CAMPUS Wﬂv
o RECIFE - UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VIABILIDADE E POTENCIAL DO KEFIR DE CASTANHAS NA ELABORAGAO DE
UMA BEBIDA VEGETAL FERMENTADA: UM ESTUDO DE ESTABILIDADE E
ANALISE SENSORIAL.

Pesquisador: BRUNA KRISTYER LIMA DE PAULA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 81614524.7.0000.5208

Instituicao Proponente: Programa de Pds-Graduagao em Inovagao Terapéutica
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 7.021.458

Apresentagao do Projeto:

O Projeto submetido para a apreciagao do Comité de Etica refere-se a Dissertagdo de Mestrado da discente
BRUNA KRISTYER LIMA DE PAULAA, vinculada ao Programa de Pés-graduagdo em INOVAGAO
TERAPEUTICA da Universidade Federal de Pernambuco. O projeto sera orientado pela professora Dra.
Karina Perrelli Randau e co-orientado pela Dra. Maria de Fatima Fonseca Marques e tera o objetivo de
avaliar a viabilidade de microrganismos do Kefir de leite de castanhas apds o processo de liofilizagao e
verificar seu potencial para elaboragao de uma bebida vegetal fermentada estavel. Trata-se de um estudo
com abordagem metodologica experimental, caracterizado pela manipulagao de variaveis independentes
para observar seus efeitos sobre variaveis dependentes, permitindo estabelecer relagdes de causa e efeito,
envolvendo controle rigoroso das condi¢cdes de produgao e analise para investigar os efeitos da fermentagao
do Kefir de leite de castanhas.. A elaboragao da bebida vegetal fermentada sera produzida utilizando o Kefir
liofilizado como cultura-mae, polpa de agai para conferir sabor na bebida e agtcar demerara para dar o start
da fermentagao. Sera realizada analise sensorial conduzida apés aprovagao do projeto no CEP, com o
proposito de avaliar a aceitabilidade do Kefir liofilizado de leite de castanhas e da bebida vegetal fermentada
sabor agai, produzida a partir dele. O estudo envolvera 30 provadores nao treinados, os quais utilizarao uma
escala hedonica de 7 pontos, variando de 7 (gostei extremamente) a 1 (desgostei extremamente). As

Enderego: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe @ufpe.br
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duas amostras, serao apresentadas aleatoriamente aos provadores. Entre a degustacao de uma amostra e
outra, os provadores irdao consumir um copo de agua para evitar a mistura de sabores, seguido do
preenchimento de um formulario de analise sensorial de ambos os produtos. Serao incluidos participantes
maiores de 18 anos e consumidores habituais de Kefir, sendo exlcuidas gestantes. Os potenciais
participantes podem ser identificados por meio de diferentes canais, como redes sociais, comunidades
locais, instituigdes de ensino ou centros de saude. O objetivo é alcangar uma amostra diversificada e
representativa da populagéo-alvo. Os participantes serfao convidados e passaram pela triagem inicial para
garantir os critérios de elegibilidade. Os dados coletados nesta pesquisa (avaliagdo sensorial) ficarao
armazenados em pastas no computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora, no endereco:
Rua noventa e trés numero 52, Maranguape Il, Paulista, Pernambuco, CEP:53421450 pelo periodo de
minimo 5 anos ap6s o término da pesquisa

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade de microrganismos do Kefir de leite de castanhas apo6s o processo de liofilizagcao e
verificar seu potencial para elaboragao de uma bebida vegetal fermentada estavel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a viabilidade do indculo liquido do Kefir de leite de castanhas e obter um pd liofilizado a partir dele;
¢ Avaliar o pé em termos da viabilidade celular, especificamente, contagem de bactérias acido laticas totais
e leveduras e comparar as analises microbiolégicas iniciais do inéculo liquido e do p6 liofilizado;

¢ Determinar a taxa de sobrevivéncia dos microorganismos no po liofilizado durante 1 ano de
armazenamento em temperatura de geladeira (5 + 2°C);

¢ Elaborar uma bebida vegetal fermentada (a base de agai em polpa e solugao de agucar demerara),
utilizando o Kefir liofilizado de leite de castanhas como cultura iniciadora;

¢ Analisar a estabilidade da bebida através de testes como: determinagao de pH, acidez titulavel, sélidos
sollveis totais e contagem de bactérias acido laticas totais e leveduras durante 28 dias de armazenamento,
sob refrigeragao (5 + 2°C) e comparar os resultados microbiolégicos obtidos com os da cultura mae.

¢ Realizar uma analise sensorial do Kefir liofilizado de leite de castanhas e da bebida vegetal

Enderego: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude
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fermentada sabor agai, produzida a partir dele.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:
RISCOS

A pesquisadora afirma que podera haver risco dos participantes alérgicos aos componentes da bebidas
apresentarem alergias ou reagoes anafilaticas. No entanto, a pesquisadora afirma que para minimizar os
riscos, antes de incluir os participantes no estudo, sera realizada uma triagem detalhada para identificar
possiveis alergias alimentares e intolerancias, além de condigoes de saude pré-existentes que possam ser
agravadas pelo consumo dos produtos em estudo. Além disso, serao fornecidas informagoes claras e
detalhadas sobre os ingredientes presentes na bebida vegetal fermentada e no insumo probiotico,
destacando os potenciais alérgenos e substancias que possam causar desconforto gastrointestinal. Ainda
sera garantido que os participantes compreendam completamente os possiveis riscos associados a
degustagao dos produtos e obtenham seu consentimento informado antes de patrticipar do estudo. A equipe
sera treinada e para lidar com situagdes de emergéncia e havera monitoramento dos participantes durante a
degustacgao.. Sendo assim, a analise foi considerada adequada a metodologia proposta.

BENEFICIOS

A pesquisadora apresenta beneficios indiretos e diretos. Em sua analise, o beneficio indireto seria contribuir
para o avango do conhecimento cientifico na area de alimentos e saiude. Como beneficio direto, a
pesquisadora relata que seria aumentar a conscientizagao dos voluntarios sobre a importancia da
alimentagao saudavel e dos beneficios dos alimentos fermentados e probidticos para a satde digestiva e
geral. Sendo assim, a analise esta adequada a metodologia proposta.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta excelente referencial teérico. A metodologia foi redigida apresentando rigoroso
detalhamento, impossibilitando qualquer duvida a respeito das etapas do projeto. No entanto, alguns
detalhes importantes como previsao de alergias e intolerancias alimentares
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aparecem no texto apenas nas consideragoes éticas. Apesar disso, também esta bem delimitado. De um
modo amplo, o projeto nao suscita quaisquer duvidas , o que possibilita uma analise ampla e robusta do
ponto de vista ético.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os documentos numerados abaixo estdao de acordo com as recomendagoes do CEP:

A Folha de Rosto foi devidamente assinada.

Carta de anuéncia

O Termo de Confidencialidade foi devidamente assinado pela pesquisadora;

Informagdes Basicas da Plataforma Brasil

O projeto detalhado.

Curriculo Lattes.

TCLE

N @ ov bk N

Recomendacoes:
Sem recomendagoes

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Conforme as instrugoes do Sistema CEP/CONEP, ao término desta pesquisa, o pesquisador tem o
dever e a responsabilidade de garantir uma devolutiva acessivel e compreensivel acerca dos resultados
encontrados por meio da coleta de dados a todos os voluntarios que participaram deste estudo, uma vez
que esses individuos tém o direito de tomar conhecimento sobre a aplicabilidade e o desfecho da pesquisa
da qual participaram.

Informamos que a aprovagao definitiva do projeto s6 sera dada apés o envio da NOTIFICAGCAO COM O
RELATORIO FINAL da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final
disponivel em www.ufpe.br/cep para envia-lo via Notificagdo de Relatério Final, pela Plataforma Brasil. Apds
apreciagao desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma
Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado. Eventuais modificagoes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao
projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
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justificativas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

@

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/08/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2371309.pdf 09:28:41
Outros cartaderespostaaspendencias.docx 10/08/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
09:20:09 [LIMA DE PAULA

TCLE / Termos de | ufpetclemaiores18corrigido.docx 10/08/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito

Assentimento / 09:18:26 |LIMA DE PAULA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projetodetalhadocorrigido.docx 10/08/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito

Brochura 09:18:15 [LIMA DE PAULA

Investigador

Folha de Rosto folhaderostoassinada.pdf 17/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
17:16:59 |LIMA DE PAULA

Outros declaracaodevinculo.pdf 11/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
18:06:28 | LIMA DE PAULA

Outros historicoescolar.pdf 11/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
18:06:06 | LIMA DE PAULA

Outros curriculobrunakristyer.pdf 11/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
18:04:07 |LIMA DE PAULA

Outros curriculokarinarandau.pdf 11/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
18:03:44 |LIMA DE PAULA

Outros curriculomariadefatima.pdf 11/07/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
18:03:15 |LIMA DE PAULA

Outros roteirodeentrevistaefichadeavaliacao.doq 27/06/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito

X 17:11:57 _|LIMA DE PAULA

Outros cartadeanuencia.pdf 27/06/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
17:09:55 |LIMA DE PAULA

Declaragao de termodeconfidencialidade.pdf 27/06/2024 |[BRUNA KRISTYER | Aceito

Pesquisadores 17:08:12 |LIMA DE PAULA

Folha de Rosto folhaderostoassinada.pdf 27/06/2024 |BRUNA KRISTYER Aceito
16:59:02 | LIMA DE PAULA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Enderego:
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Municipio: RECIFE

UF: PE

Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50.740-600

Fax: (81)2126-3163 E-mail:

Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

cephumanos.ufpe @ufpe.br
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APENDICE E — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

BioLogicus
Biotecnologia Probiotica Industria e Comércio LTDA.
Av. Afonso Olindense, 72 - Varzea, Recife - PE, 50810-000, (81) 98829-4111.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos a Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa -Viabilidade e o potencial do Kefir de castanhas na
elabora¢do de uma bebida vegetal fermentada: um estudo de estabilidade e andlise sensorial, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Bruna Kristyer Lima de Paula, endereco: Rua noventa e trés nimero 52, Maranguape II, Paulista, Pernambuco,
CEP:53421450, Telefone: (81) 98304-4850, e-mail: bruna kristyer@ufpebr e esta sob a orientagio de: Karina Perrelli Randau
Telefone: (81) 98822-5279, e-mail karinarandau(@gmail.com e coorienta¢do de: Maria de Fatima Fonseca Marques Telefone: (81)
99656-6124, e-mail: fatima.fonseca@biologicus.com.br.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagao do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum
problema, desistir ¢ um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem
nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Objetivo: Realizar uma anilise sensorial para descrever as propriedades sensoriais percebidas pelos sentidos,
como sabor, aroma, cor e aparéncia. Permitindo verificar se os produtos atendem as expectativas do consumidor,
auxiliando no desenvolvimento de formulagdes mais atraentes e palataveis.

Metodologia da Pesquisa: Realizaremos um teste com 30 pessoas niio especializadas, selecionadas com base em seu
consumo de bebidas fermentadas, como Kefir. Antes do teste, todos os avaliadores deverdo assinar um documento
de consentimento. Usaremos uma escala de 7 pontos para avaliar diversos aspectos da bebida, como aparéncia,
cor, aroma, textura, sabor e aceitagio global. Calcularemos um indice de aceitabilidade para entender como as
pessoas reagem a bebida e ao po probiético. Toda a avaliagiio seri realizada na BioLogicus.

Passos da Avaliacao:

1. Selecionar os participantes.

2. Apresentar os componentes da formulagio dos produtos e perguntar se o participante tem alergia a algum
deles, a fim de prevenir reagoes alérgicas.

3. Preparar as bebidas conforme protocolo estabelecido.
4. Apresentar as bebidas de forma padronizada.
5. Os participantes provario e avaliario as bebidas.
6. Registrar sistematicamente as respostas dos participantes.
7. Fazer as anilises estatisticas dos dados coletados.
8. Tirar conclusdes sobre a aceitabilidade e preferéncias dos produtos.
Riscos: Existe a possibilidade de intolerincia, reacoes alérgicas e anafiliticas a ingredientes da bebida e do po.
Para minimizar esse risco, o voluntirio seri questionado sobre possiveis alergias ou intolerincias a algum
componente da formulacio antes de iniciar a pesquisa. Caso ocorra alguma rea¢iio, o participante sera
encaminhado para a unidade de pronto atendimento mais préxima, localizada na Avenida Caxanga, S/N (em
frente ao n° 40 da Rua Ribeiro Pessoa) - Virzea, Recife - PE, a aproximadamente 400 metros da empresa
BioLogicus.
Componentes da formulagiao

- Po6 probiotico: leite vegetal de castanha de caju e de castanha do Para e cultura de microrganismos

BioLogicus.

- Bebida vegetal fermentada: Polpa de acai, suco de cranberry, suco de uva, suco de limao, agiicar, dgua e
poé probiotico.



- Medidas para minimizar os possiveis riscos:

- Triagem de participantes: Antes de incluir os participantes no estudo, sera realizada uma triagem
detalhada para identificar possiveis alergias alimentares e intolerincias, além de condicoes de saide
pré-existentes que possam ser agravadas pelo consumo dos produtos em estudo; Informacdes detalhadas:
Seriio fornecidas informacdes claras e detalhadas sobre os ingredientes presentes na bebida vegetal
fermentada e no insumo probiético, destacando os potenciais alérgenos e substincias que possam causar
desconforto gastrointestinal;

- Consentimento informado: Sera garantido que os participantes compreendam completamente os
possiveis riscos associados a degustacio dos produtos e obtenham seu consentimento informado antes de
participar do estudo;

- Monitoramento durante a degustacio: Havera uma supervisio de perto dos participantes durante a
degustagiio, para identificar rapidamente qualquer reacdo alérgica e fornecer assisténcia médica, se
necessirio;

- Equipe treinada: A equipe responsivel pela condu¢io do estudo estaria devidamente treinada para
reconhecer e lidar com situacdes de emergéncia, como reacdes alérgicas ou problemas de saide dos

participantes durante a degustacio.

Beneficios para os Voluntarios:

1. Contribuir para avancos cientificos na drea de alimentos e saide.

2. Experimentar novos sabores e expandir seu conhecimento sobre alimentos.
3. Fornecer feedback valioso para melhorar a qualidade dos produtos.

4. Aumentar sua conscientizacio sobre alimentacio saudavel e beneficios dos probidticos para a saide.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo e que esta
decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo
divulgadas apenas em eventos ou publicagoes cientificas, nio havendo identificagdo dos voluntirios, a ndo ser entre os
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (avaliagao
sensorial) ficardo armazenados em pastas no computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora, no enderego: Rua
noventa e trés nimero 52, Maranguape 11, Paulista, Pernambuco, CEP:53421450 pelo periodo de minimo 5 anos apos o término
da pesquisa.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo ¢ voluntaria, mas fica também
garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial
ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentagao).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitiria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Viabilidade e o potencial do Kefir de castanhas na elaboragdo de uma bebida
vegetal fermentada: um estudo de estabilidade e analise sensorial”, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo, declaro nao possuir alergia aos componentes presentes na formulacdo tanto da
bebida vegetal fermentada quanto do po probiotico. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).
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Local e data
Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitaciio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o aceite do voluntirio em participar. (02 testemunhas nio ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:




