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RESUMO:

O kefir ¢ uma bebida nutracéutica e probidtica que resulta da simbiose de
diversos microrganismos, leveduras e bactérias, presentes nos graos utilizados
e do tipo de leite empregado para a sua producao. Neste sentido, foi avaliada a
influéncia de diferentes amostras de graos de kefir e de diferentes leites na
acidez, pH e Brix. Foi realizada a produ¢ao de um produto utilizando quatro
graos de kefir de origens distintas e associados com diferentes tipos de leite:
integral, desnatado, sem lactose, de coco e com bebida vegetal de aveia. Houve
diferengas significativas entre os tipos de leite em relagdo a fermentagdo. A
andlise multivariada mostrou que o tipo de leite foi o principal fator
determinante nas diferencas observadas, enquanto o tipo de grdo de kefir
utilizado ndo foi significativo. Esses resultados sugerem a possibilidade de
obter produtos diferenciados com diferentes tipos de leite fermentados com
graos de kefir. O tipo do leite € um fator relevante na producao de kefir, que
resulta em diferenca na acidez do produto final.

PALAVRAS-CHAVE: Bebida nutracéutica; Analise multivariada; Leite
desnatado

ABSTRACT:

O kefir é uma bebida nutracéutica e probiotica resultante da simbiose entre diversos microrganismos,
leveduras e bactérias presentes nos grdos e no tipo de leite utilizado em sua produgdo. Este estudo
avaliou a influéncia de diferentes amostras de grdos de kefir e de diferentes tipos de leite nos niveis de
acidez, pH e Brix. Um produto fermentado foi preparado utilizando quatro fontes distintas de grdos de
kefir combinados com diferentes tipos de leite. integral, desnatado, sem lactose, de coco e bebida vegetal
de aveia. Foram observadas diferengas significativas na fermentagdo entre os tipos de leite. A andlise
multivariada revelou que o tipo de leite foi o principal fator determinante das diferengas observadas,
enquanto o tipo de grdo de kefir ndo apresentou efeito significativo. Esses resultados sugerem a
possibilidade de obtencdo de produtos fermentados distintos ao utilizar diferentes tipos de leite com
grdos de kefir. O tipo de leite é um fator determinante na produgdo de kefir, influenciando a acidez do
produto final.

KEYWORDS: Nutraceutical drink; Multivariate analysis, Skimmed milk.

RESUMEN:

El kéfir es una bebida nutracéutica y probiotica que resulta de la simbiosis entre diversos
microorganismos, levaduras y bacterias presentes en los granos y en el tipo de leche utilizado para su
produccion. Este estudio evalué la influencia de diferentes muestras de granos de kéfir y distintos tipos de
leche en los niveles de acidez, pH y Brix. Se preparé un producto fermentado utilizando cuatro fuentes
distintas de granos de kéfir combinados con diferentes leches: entera, descremada, sin lactosa, de coco y
bebida vegetal de avena. Se observaron diferencias significativas en la fermentacion entre los tipos de
leche. El andlisis multivariado revelo que el tipo de leche fue el factor determinante principal en las
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diferencias observadas, mientras que el tipo de grano de kéfir no tuvo un efecto significativo. Estos
resultados sugieren la posibilidad de obtener productos fermentados diferenciados al utilizar distintos
tipos de leche con granos de kéfir. El tipo de leche es un factor clave en la produccion de kéfir, influyendo
en la acidez del producto final.

Palabras clave: Bebida nutracéutica,; Analisis multivariable, Leche desnatada

INTRODUCAO

Os graos de kefir sdo compostos por uma matriz de polissacarideos e
proteinas que abrigam uma microbiota de bactérias do acido lactico e leveduras
que atuam em simbiose resultando na producdo do kefir. Essa bebida lactea
tem uma composi¢do ndo uniforme, que varia de acordo com a origem dos
graos e o tipo de leite utilizado (ARSLAN, 2015). O kefir tem um sabor 4cido
caracteristico devido a presenca de dacido lacteo, didoxido de carbono e
acetaldeidos, sendo também auto carbonatado (MAGALHAES et al., 2011).

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2007), o kefir ¢ definido como sendo uma bebida produzida por
meio de grdos de kefir que contém bactérias dos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Acetobacter e Bifidobaterium e leveduras
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces omnisporus € Saccharomyces
cerevisiae ¢ Saccharomyces exiguus. No entanto, além das espécies descritas
pela legislagdo brasileira, existem uma grande variedade de microrganismos
que coexistem nos graos de kefir.

A variabilidade existente na microbiota do kefir ¢ um fator relevante
para a sua producdo e pode estar associada com o método de produgdo, fatores
como a troca do leite, a temperatura, tempo de espera e temperatura de
pré-incubacdo sdo determinantes para a diversidade de microrganismos
presentes nos graos (NINANE et al., 2005). De acordo com Yilmaz et al.
(2022), os graos de kefir utilizados em produgdo caseira apresentam uma
microbiota mais diversificada do que as encontradas nos graos comerciais.

Azizi et al. (2021) salientam que o kefir apresenta diferentes atividades
biologicas que tem despertado o interesse de grupos de pesquisa, as mais
estudadas sdo as anti-inflamatorias, antioxidativas, anticancerigenas,
antimicrobianas, antidiabética, anti-hipertensiva e anti-hipercolesterolémica.
Contudo, a presenca de tais atividades ¢ diretamente dependente do substrato
utilizado na fermentagdo como no trabalho de Lakshmi et al. (2017) que
produziram kefir com coco e avaliaram a sua atividade antimicrobiana,
antifingica e anticancerigena

O kefir apresenta também propriedades nutracéuticas que tem
despertado crescente interesse da industria alimenticia, principalmente pela
demanda de produtos que auxiliam de forma direta ou indireta na manutengao
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da imunidade. Um bom exemplo esta no aumento da procura por alimentos
nutracéuticos durante e pos-pandemia do SARS-CoV-2 (SPIZZIRRI et al.,
2023).

Neste sentido, a partir desta nova demanda a producdo de kefir vem
aumentando e diferentes meios fermentativos vém sendo utilizados bem como
a incorporagdo de aditivos como nos trabalhos de Montanuci et al. (2010,
2012) que produziram kefir utilizando leite integral e desnatado com a adi¢ao
de inulina e Rutkowska et al. (2022), que produziu kefir a base de leite sem
lactose direcionando a consumidores especificos. Gocer e Koptagel (2023),
produziram kefir substituindo o leite de origem animal por leites de origem
vegetal, tendo como principio um produto com efeitos positivo a saide e nao
possuirem colesterol e lactose. J& Aussanasuwannakul et al. (2020) produziram
kefir de coco com a adicdo de 6leo de coco modificado e Wulansari et al.
(2022), que fez a incorporagdo de bebida vegetal de aveia em leite de cabra
para producdo de kefir, no entanto o uso exclusivo de aveia ainda ndo foi
explorado.

Diante do exposto, foi realizada a producao de produtos empregando 4
graos de kefir de origens distintas utilizando diferentes leites para analisar o
efeito da origem do grao e do tipo de leite ou bebida vegetal na acidez titulavel,
pH e Brix.

METODOLOGIA

Os leites de vaca (integral, desnatado, sem lactose) e bebidas vegetais
(aveia e leite de coco) foram obtidos no comércio local. A formulacao do
rotulo do leite de aveia estava descrita como agua, veia, creme de coco,
proteina de ervilha, célcio, magnésio, vitaminas B6, B9, B12, D2 e K2, sal,
goma guar, gelana, lectina de girassol e aromatizantes. J& a descri¢ao do leite
de coco foi agua, aveia, creme de coco, proteina de ervilha, célcio, magnésio,
vitaminas B6, B9, B12, D2 e K2, sal, goma guar, gelana, lectina de girassol e
aromatizantes.

Foram obtidas 4 amostras de graos de kefir de origens distintas através
da doagdo. O primeiro grao de kefir (K1) foi obtido em Jaragud do Sul-SC, o
segundo (K2) em Alcindpolis-MS e o terceiro e quarto (K3 e K4) em
Dourados-MS.

Os graos foram incubados na temperatura de 25°C por 72 horas na
concentracdo de 0,33% (m:v) em leite integral sob auséncia de luz em frascos
Erlenmeyer vedados. Apos este periodo, os graos de kefir foram recuperados
com o auxilio de uma peneira de poliestireno. Os graos foram entdo lavados
com agua destilada.

Os graos de kefir foram inoculados na concentragdo de 1% (m:v) nos
leites de vaca (integral, desnatado, sem lactose), leite de coco e bebida vegetal
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de aveia e incubados a temperatura de 25 °C por 22 horas sob auséncia de luz.
O processo fermentativo foi realizado em duplicata.

A acidez titulavel (AT) foi realizada de acordo com o método 493/IV do
Instituto Adolfo Lutz (2008). A anélise de pH foi realizada conforme o método
492/1V do Instituto Adolfo Lutz (2008) utilizando um pHmetro da BEL
Engineering W3B. O Brix foi determinado com o auxilio de um refratometro
portatil. Todos os parametros foram avaliados antes e apds o processo
fermentativo. As analises foram realizadas em triplicata.

O tratamento dos dados foi realizado no ambiente R (C CORE TEAM,
2021). Inicialmente, foram realizados os testes de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variincia, posteriormente foi aplicada
uma andlise de varidncia (ANOVA) com posteriori de Tukey dos resultados da
acidez titulavel. Também foi verificado a correlacdo de Pearson de todos os
parametros avaliados.

Foi utilizado o pacote “vegan” (OKSANEN et al., 2022) para analisar a
correlagdo cofenética das amostras, posteriormente elaborando um dendograma
por distancia euclidiana para analisar a semelhanga entre as diferentes amostras
de Kefir. Foi executado andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA) utilizando a distancia euclidiana através de 999 permutagdes
e aplicado uma andlise de componentes principais (PCA) com distincia
euclidiana através dos pacotes FactoMineR (LE et al., 2008) e factoextra
(KASSAMBARA et al., 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da concentragdo de solidos soluveis totais (°Brix) mostrou
diferencas entre os leites avaliados. Apds a fermentagao o consumo de actcares
foi mais eficiente para o leite integral do que para o desnatado (TABELA 1).
Possivelmente, isto tenha ocorrido devido a composi¢do destes dois substratos,
pois o leite integral possui condi¢des nutricionais para que haja a fermentagao e
o leite desnatado possui acucares fermentesciveis. A reducdo do Brix apos a
fermentagdo esta associada com o processo fermentativo de leveduras (LOPES
et al., 2022) e bactérias lacteas (ALVES et al., 2021). O leite desnatado
apresenta menores teores de gordura que o leite integral (PAULA et al., 2019),
desta forma, o leite desnatado apresenta potencial para elaboracao de produtos
com maior valor agregado (COSTA et al., 2020).

Tabela 1 — Brix e pH dos leites e bebidas vegetais antes e apos a fermentacao
utilizando diferentes amostras de Kefir

AF K1 K2 K3 K4
Tipo de leite/

bebida vegetal | Brix | pH | Brix | pH | Brix | pH | Brix | pH [ Brix pH
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Leite integral 11,0 | 6,75 [ 4,0 |490|4,0 |4,72|4,0 4,92 | 4,2 4,88
Leite desnatado | 10,0 | 6,90 | 3,5 |4,99 | 3,0 | 4,78 | 3,0 4,80 | 3,0 4,66
Leite sem | 7,0 |6,05|05 [4,68(1,0 |4,70 |10 4,70 | 1,8 4,41
lactose

Bebida de aveia | 5,0 | 5,90 | 0,0 |4,41 (0,0 |4,48 0,0 4,82 | 0,0 4,70
Leite de coco 1,0 | 477 (0,0 |4,68]|0,0 |4570,0 4,48 | 0,0 4,63

Fonte: Elaborada pelos autores com os dados obtidos na pesquisa. Antes da fermentagdo (AF);
Amostra de kefir 1 (K1); Amostra de kefir 2 (K2); Amostra de kefir 3 (K3); Amostra de kefir 4
(K4).

Atualmente, a preocupacdo com a saude e o bem-estar esta em alta, e
muitas pessoas estdo buscando opgdes de alimentos mais sauddveis, como por
exemplo alimentos naturais com menor teor de gorduras e minimamente
processados (ANDRADE et al., 2022). Essa tendéncia tem impulsionado o
desenvolvimento de produtos com baixo teor de gordura pode ser destinado a
um nicho de mercado que estd em plena expansdao, como os produtos
nutracéuticos destinados a pessoas que buscam ter uma alimentacdo mais
equilibrada ou que possuem restricdes alimentares (NEVES et al., 2021).

Também foi observado reducdao do pH apds o processo de fermentacao
(TABELA 1). A acidez titulavel (AT) apresentou a mesma tendencia dos
outros parametros (TABELA 2). De forma semelhante, o pH e a AT também
estdo associados diretamente com a fermentagdo, tendo em vista que entre os
produtos da fermentagdo do kefir estdo o acido lacteo, didxido de carbono e
outros acidos organicos que resultam no aumento da AT e pH como salienta
Magalhaes et al. (2011).

Pode-se observar que ocorreu diferenca significativa (p < 0,05) entre o
AF e os diferentes graos de Kefir para todos os leites. Os graos K4 e K2
apresentaram as maiores AT em quase todos os leites. Esse fato leva a inferir
que a variagdo observada estd diretamente relacionada ao tipo de leite
empregado e de acordo com Sainz et al. (2020), possivelmente tenha relagao
com a composicao da microbiota dos graos de kefir que pode responder de
forma distinta para cada leite utilizado.

A AT aumenta com o tempo de fermentagdo, podendo chegar a 1,32 g
acido lacteo 100 g apds 168 horas (GARCIA FONTAN et al., 2006). A AT do
kefir deve ser inferior a 1,0 g de acido lacteo 100 g’ segundo a legislagdo
brasileira (BRASIL, 2007), todas as amostras apresentaram AT dentro do
determinado pela legislagdo brasileira. O kefir se caracteriza como um produto
acido, sendo uma caracteristica organoléptica do produto, além de auxiliar na
inibicao do crescimento de microrganismos indesejados (WESCHENFELDER
etal., 2011).
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Tabela 2 — Acidez titulavel (g acido lacteo 100 g™ + desvio padrio) dos leites e
bebidas vegetais antes e apds a fermentagdo com Kefir

Tipo de leite/ AF K1 K2 K3 K4

bebida vegetal
Leite integral 0,18+0,01a | 0,75+0,03¢ | 0,70+0,05b | 0,59+0,05b | 0,68+0,01bc
Leite desnatado | 0,19+0,02a | 0,68+0,03b | 0,82+0,08d | 0,71+0,06bc | 0,78+0,03cd
Leite sem lactose | 0,15+0,01a | 0,70+0,02b | 0,88+0,08d | 0,77+0,05cd | 0,76+0,04bc
Bebida de aveia | 0.09+0,07a | 0,55+0,05¢ | 0,56+0,02cd | 0,40+0,04b | 0,58+0,03d
Leite de coco 0.23+0,01a | 0,39+0,02b | 0,36+0,03b | 0,40+0,02¢ | 0,40+0,03bc

Fonte: Elaborada pelos autores com os dados obtidos na pesquisa. Antes da fermentagdo (AF);
Amostra de kefir 1 (K1); Amostra de kefir 2 (K2); Amostra de kefir 3 (K3); Amostra de kefir 4
(K4). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p < 0,05) por ANOVA
com posteriori de Tukey.

Com base nos resultados obtidos, foram elaborados dendogramas pela
distancia euclidiana para verificar a semelhanga entre os graos de kefir e os
tipos de leite. O dendograma dos graos de kefir (Figura 1A) apresentou
correlacdo cofenética de 0,78 e a dos tipos de leite (Figura 1B) apresentou
correlacdo cofenética de 0,83, indicando a confiabilidade da analise. O
dendograma apresentou agrupamento apenas dos graos K2 e K4. Ja para os
leites, foi observado dois agrupamentos principais: um com os leites de origem
animal e outro dos leites com origem vegetal. Além disto, o leite sem lactose e
desnatado apresentaram maior semelhanga entre si em comparacao com o leite
integral.

Figura 1 — Dendograma dos graos de kefir (A) e tipo leite ou bebida lactea
utilizada (B) com base na acidez titulavel, pH e Brix do kefir produzido.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

A andlise de componentes principais (PCA) auxilia a analisar os fatores
relevantes para as semelhancas e dissimilaridade entre as amostras. Através da
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PCA foi possivel verificar a maior relagao entre os leites animais, enquanto que
as bebidas vegetais de aveia e coco apresentam maior dissimilaridade entre as
demais. Os trés fatores analisados (Acidez, Brix e pH) tiveram efeito
semelhante da primeira dimensdo, explicando 69,8% da dissimilaridade das
amostras e atuando principalmente na diferenciacdo dos tipos de leite. A acidez
e o Brix obtiveram comportamento semelhante, porém o pH difere mais na
segunda dimensao, representando principalmente a origem do grao utilizado e
representando apenas 25,8% da dissimilaridade das amostras (Figura 2). Desta
forma, 95,6% do comportamento das amostras pode ser explicado.

Figura 2 — Analise de Componente Principais (PCA) com agrupamento por
tipo de leite utilizado na produgao de kefir
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Com base nos resultados obtidos, foi possivel constatar que o leite de
coco diferiu muito das demais amostras. A baixa disponibilidade de actcares
(Tabela 1) pode ter induzido uma fermentacdo branda no leite de coco, tendo
em vista que Brix e AT (r = 0,8232, p < 0,01) e Brix e pH (r = 0,5043, p <
0,05) apresentaram correlagdo significativa entre si, sendo que o leite de coco
apresentou menor Brix. Desta forma, pode-se inferir que a disponibilidade de
acucar das amostras ¢ um fator relevante para a fermentacao.

Por meio da andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA), o grao de kefir utilizado ndo resultou em diferenga
significativa (pseudo-F = 1,951; p = 0.159), enquanto que o leite levou a uma
diferenca significativa (pseudo-F = 31,306; p < 0.01). Este resultado esta
coerente com o observado nas andlises anteriores.
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A formulagdo das bebidas vegetais se mostra necessario para que haja
condigdes adequadas para o processo fermentativo, tendo em vista o
comportamento destoante destas em relacao aos leites animais.

CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos pardmetros concentra¢do de °Brix, pH e acidez titulavel
apresentaram diferencas principalmente em relag@o aos tipos de leite. O leite
integral e o desnatado apresentaram maior eficiéncia fermentativa em relagao
aos outros tipos de leite, possivelmente devido as suas composigdes
nutricionais, podendo estar relacionada a microbiota dos graos de kefir.

A andlise multivariada mostrou que o tipo de leite foi um fator
determinante nas diferencas observadas, enquanto o tipo de grao de kefir
utilizado ndo foi significativo. Os resultados sdo promissores € sugerem a
possibilidade de se obter produtos diferenciados a partir de diferentes tipos de
leite fermentados com graos de kefir.
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