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RESUMO

s

A microbiota intestinal é considerada um ecossistema predominantemente
bacteriano que reside normalmente no intestino do homem, exerce o papel de
protecdo, impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas que geralmente
sdo ocasionadas pelo seu desequilibrio. O uso de probidticos proporciona beneficios
ao trato gastrointestinal humano. O Kefir consiste de um consorcio microbiano, ou
seja, espécies de bactérias e leveduras probidticas que se desenvolvem no
substrato a base de leite. Entretanto, a busca por alimentos probiéticos ndo lacteos
tem crescido nos ultimos anos devido ao aumento do numero de individuos com
distarbios relacionados a ingestdo de leite e derivados, sendo os sucos de frutas
uma das bebidas mais utilizadas para este fim. O maracuja € uma das frutas mais
populares no Brasil e sua produgéo apresenta grande importancia econémica para o
pais. Seu cultivo é baseado em uma espécie Unica — maracuja amarelo (Passiflora
edulis), entretanto, o maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata), outra variedade
nativa do semiarido brasileiro representa um alvo potencial de acdes para o
desenvolvimento sustentavel desta regido que € uma das mais pobres do pais.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de duas espécies
diferentes de Maracuja na elaboracdo de um Kefir quanto a sobrevivéncia de
bactérias e de leveduras, parametros fisico-quimicos e sensoriais durante o estoque.
Os Kefirs foram elaborados na empresa Biol6gicus e 0 acompanhamento do estoque
foi realizado no Laboratério de Bioprocessos e Bioprodutos do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE. As bebidas foram
produzidas a partir da polpa de ambos os tipos de maracuja. As analises foram
realizadas com 0, 30 e 60 dias. Foram avaliados os &cidos orgéanicos (latico, citrico e
malico), carboidratos (glicose e frutose) e etanol por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). A viabilidade microbiana durante o estoque e apés
simulacdo das condicfes do trato gastrointestinal foram determinadas por contagem
de unidade formadora de colbnias, tanto para bactérias, quanto para leveduras. A
analise sensorial das bebidas foi realizada com provadores néo treinados, avaliou-se
0 gosto pelas bebidas e intencdo de compra. Bactérias e leveduras apresentaram
viabilidade acima de 6 Log UFC/mL apos 60 dias de estoque refrigerado.O Kefir do
maracujd da Caatinga apresentou melhor estabilidade e sobrevivéncias tanto de
bactérias, quanto de leveduras superiores a 70%. Ambos o0s tipos de maracuja se
mostraram veiculos favoraveis para a producdo de kefir, contribuindo para a
sobrevivéncia dos microrganismos probioticos e desta forma permitindo que seus
atributos benéficos sejam aproveitados pelos consumidores.

Palavras-chave: Probioticos. Suco de frutas. Passiflora edulis. Passiflora cincinnata.



ABSTRACT

The intestinal microbiota is considered a predominantly bacterial ecosystem that
normally resides in the intestine of man, plays the protective role, preventing the
establishment of pathogenic bacteria that are usually caused by its imbalance. The
use of probiotics provides benefits to the human gastrointestinal tract. Kefir consists
of a microbial consortium, ie probiotic bacteria and yeast species that develop in
refined harmony on the milk-based substrate. However, the search for non-dairy
probiotic foods has increased in recent years due to the increase in the number of
individuals with disorders related to milk and dairy products intake, with fruit juices
being one of the most used beverages for this purpose. Passion fruit is one of the
most popular fruits in Brazil and its production has great economic importance for the
country. Its cultivation is based on a single species - yellow passion fruit (Passiflora
edulis), however, the passion fruit of the Caatinga (Passiflora cincinnata), another
native variety of the Brazilian semiarid is a potential target for actions for the
sustainable development of this region which is one of the most the country's poor.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the influence of two different
species of passion fruit in the elaboration of a Kefir for the survival of bacteria and
yeasts, physical-chemical and sensorial parameters during the stock. The Kefirs were
elaborated in the company Bioldgicus and the stock monitoring was carried out in the
Laboratory of Bioprocesses and Bioproducts of the Department of Antibiotics of
UFPE. The drinks were produced from the pulp of both types of passion fruit. The
analyzes were performed at 0, 30 and 60 days. Organic acids (lactic, citric and
malic), carbohydrates (glucose and fructose) and ethanol were evaluated by high
performance liquid chromatography (HPLC). Microbial viability during storage and
after simulation of gastrointestinal tract conditions were determined by colony forming
unit counts for both bacteria and yeasts. The sensorial analysis of the drinks was
performed with untrained tasters, and the taste for the drinks and purchase intention
were evaluated. Bacteria and yeasts showed viability above 6 Log CFU / mL after 60
days of refrigerated stock. The Caatinga passion fruit Kefir showed better stability
and survival of both bacteria and yeasts higher than 70%. Both types of passion fruit
have proved to be favorable vehicles for the production of kefir, contributing to the
survival of probiotic microorganisms and thus allowing their beneficial attributes to be
used by consumers.

Key words: Probiotics. Fruit juice. Passiflora edulis. Passiflora cincinnata.
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1 INTRODUCAO

O uso de culturas bacterianas probioticas exerce influéncia positiva sobre o
trato gastrointestinal humano PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; KUMAR et al., 2016).
Dentre o universo dos produtos probidticos destaca-se o Kefir, o qual € originario do
Céaucaso e esta atualmente presente na dieta de vérias partes do mundo (SARKAR,
2007). Entre os seus atributos pode-se destacar atividades antibacteriana,
antifingica, antitumoral, entre outros (ZUBILLAGA et al., 2001; DICKS E BOTES,
2010).

O Kefir consiste de um consércio microbiano, ou seja, espécies de bactérias e
leveduras probiodticas que se desenvolvem em refinada harmonia no substrato a
base de leite (LOPITZ-OTSOA et al., 2006). Entretanto, 0 aumento de pessoas na
populacdo com disturbios relacionados a ingestdo de lactose e outros componentes
do leite, tem impulsionado a pesquisa e o0 desenvolvimento de outros tipos de
produtos probioticos ndo lacteos (RIVERA-ESPINOZA E GALLARDO-NAVARRO,
2010).

Bebidas probiéticas a base de frutas, como o maracuja por exemplo, se
mostram uma boa opc¢éo para este tipo de produto, que pode agradar todo tipo de
consumidor, e por seus atributos nutricionais, que inclui a presenca de vitaminas,
minerais, antioxidantes e fioras (MARHAMATIZADEH et al., 2012). A producéo deste
fruto apresenta grande importancia econémica no Brasil, colocando o pais como o
seu maior produtor e consumidor mundial (MELETTI, 2002). Apesar de existirem
diversas espécies do fruto, o cultivo comercial esta baseado em uma Unica espécie,
o maracuja amarelo (Passiflora edulis) — sendo cultivada em quase todo o territorio
nacional (PITA, 2012; MELETTI, 2001).

Contudo, existem outras espécies de maracuja com aproveitamento alimentar
potencial e que sdo praticamente desconhecidas do consumidor dos centros
urbanos, entre elas o maracujd da Caatinga (Passiflora cincinnata), nativo da
Caatinga e do semiarido brasileiro. E uma planta de natureza perene e resistente a
seca, sobrevivendo em condi¢gbes de absoluta estiagem, bem como a uma série de
pragas que atingem o maracuja comum (ARAUJO et al., 2002). Muitas familias do
sertdo utilizam este fruto na alimentacdo e o excedente € comercializado em feiras

locais. O aproveitamento do fruto representa um alvo potencial de agdes para o
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desenvolvimento sustentavel da regido Semiarida do Brasil, que corresponde a 65%
do territério do Nordeste e é a regido mais pobre o pais (ARAUJO et al., 2004).

Atualmente no mesmo laboratério onde ocorreu o estudo outras pesquisas vém
sendo desenvolvidas utilizando como matéria prima o maracuja do mato na
elaboracdo de bebidas probidticas, entretanto, utilizando uma Unica linhagem de
microrganismo o Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Além desta, outras frutas
nativas da regido nordeste sdo alvo de estudos evolvendo diversos centros
universitarios, desta forma é possivel contribuir para a popularizacdo de espécies
pouco aproveitadas, possibilitando uma alternativa a mais para a utilizacdo destes
frutos contribuindo para a diminuicdo do desperdicio durante toda a sua cadeira

produtora e representando mais uma fonte de renda para a populacao produtora.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota intestinal

O processo de colonizacdo da microbiota intestinal inicia-se ap0s 0 nascimento
e continua até o periodo adulto. A passagem pelo canal vaginal no momento do
parto jA comeca a influenciar a colonizacéo do trato gastrointestinal (TGI) do recém-
nascido. A microbiota inicial € caracterizada por baixa diversidade, sendo constituida
principalmente por bactérias anaerobias facultativas pertencentes aos filos
Proteobacteria e Actinobacteria (CARLISLE; MOROWITZ, 2010; BACKHED, 2011,
MORAES et al., 2014). Este processo de colonizacdo esta relacionado com a
capacidade de aderéncia das bactérias nos receptores de adesdo da mucosa
intestinal. ApGs completar essa colonizacdo o trato gastrointestinal passa a abrigar
uma comunidade microbiana que € extremamente densa e diversa, variando
guantitativamente, qualitativamente e metabolicamente em funcdo da espécie
animal, da localizacdo transversal e longitudinal no trato digestivo, e idade do

hospedeiro (NICOLI, 1995).

A estabilizacdo da microbiota ocorre apdés a primeira infancia, mas
ocasionalmente outras modificagBes acontecem em situagfes especificas ao longo
da vida. Individuos adultos, por exemplo, podem ter variacdes na propor¢cdo das
bactérias em consequéncia de alteragcdes ambientais ou de estados patoldgicos e,
com o envelhecimento, observam-se reducdo na populacdo de Bacteroides,
Bifidobacteria e menor producédo de &acidos graxos de cadeia curta (AGCC), assim
como crescimento de anaerdbios facultativos, tais como Fusobacteria, Clostridia,
Eubacteria, e maior atividade proteolitica (WU et al., 2011; MORAES et al., 2014).

O trato gastrointestinal humano é o sitio organico mais densamente povoado
por microrganismos comensais e simbidticos, em sua maioria bactérias, mas
também fungos e virus, abrigando dez vezes mais bactérias que o namero de
células que formam nosso organismo (QIN et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011).
Tem sido estimado que 10 Unidades Formadoras de Colénia (UFC) de
microrganismos habitem véarias partes do corpo humano, além do trato
gastrointestinal, eles estdo presentes nos tratos geniturinario e respiratorio, bem

como na superficie da pele (HARRIS et al., 2012).
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Em geral, a microbiota intestinal € composta em sua maioria por bactérias nao
patogénicas e promotoras de saude. Ela exerce o papel de protecédo, impedindo o
estabelecimento de bactérias patogénicas que geralmente sdo ocasionadas pelo seu
desequilibrio. Este ecossistema age de forma simultdnea e mutua com as células do
hospedeiro por um processo de simbiose, no qual nenhum dos dois, 0s
microrganismos e o hospedeiro, é prejudicado. As principais bactérias que compde a
microbiota entérica sdo benéficas e/ou probidticas, entre as quais se destacam
Bifidobacterias e Lactobacilos (BRANDT et al., 2006; SAAD, 2006; SANTOS &
VARVALHO, 2011).

A dieta do individuo constitui um fator determinante das caracteristicas da
colonizagdo intestinal, desde o periodo de amamentacdo até a fase de
envelhecimento, contribuindo para modificagbes na microbiota (MORAES et al.,
2014). A fermentacdo de diferentes tipos de oligossacarideos (como, por exemplo,
fibras alimentares) produz acidos graxos de cadeia curta (acidos acético, propiénico
e butirico), os quais podem ser absorvidos pela mucosa intestinal e servir de
substrato energético e/ou de metabdlito regulador para o hospedeiro. A dieta
ocidental caracterizada pelo elevado consumo de gordura e baixo teor de fibras, é
um dos principais fatores que contribuem com a maior proliferacdo de bactérias
patogénicas na microbiota intestinal, processo denominado disbiose (JUMPERTZ et
al., 2011), e o seu equilibrio pode ser mantido por meio de uma alimentacao variada

rica em probidticos e prebidticos (SAAD, 2006).

A microbiota intestinal pode ser identificada como 6rgdo ativo que esta
envolvido na biodisponibilidade de nutrientes, na degradacdo de compostos nao
digeriveis e na remocao de substancias indesejadas. Algumas espécies bacterianas
produzem vitaminas, principalmente K e B, fornecendo-as ao hospedeiro (HOOPER
et al., 2002). A atividade da microbiota ainda contribui para a desconjuncédo e
desidroxilagdo de acidos biliares, e metabolismo de aminoacidos (LAPARRA &
SANZ, 2010).

O uso de culturas bacterianas probiodticas exerce influéncia positiva sobre o
trato gastrointestinal humano, incluindo efeitos antagbnicos, competicdo e efeitos

imunoldgicos que, por meio do estimulo a multiplicagdo de microrganismos

benéficos e consequente inibicdo de desenvolvimento de bactérias potencialmente
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prejudiciais, reforca 0s mecanismos naturais de defesa do hospedeiro
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

2.2 Probhidticos

A palavra probidtico deriva-se da lingua grega, e significa "para a vida"
(KANDYLIS et al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2011)
Sado organismos vivos que ao serem administrados em quantidades adequadas

conferem beneficios na saude do hospedeiro.

Diversos testes em animais e humanos tem demonstrado os beneficios para a
saude com a utilizacdo de linhagens probiéticas na prevencédo e reducao de riscos e
de varias doencas (KUMAR et al., 2016). Dentre os efeitos benéficos relacionados a
sua utilizacdo destacam-se a estabilizacdo da microbiota intestinal apés o uso de
antibioticos; resisténcia gastrintestinal a colonizagdo por microrganismos patégenos;
melhora da integridade da barreira intestinal, resultando na manutencdo da
tolerancia imunolégica e diminuicdo da translocacdo de bactéria; melhora dos
sintomas da constipacdo; aumento da absor¢cdo de minerais e producdo de
vitaminas; diminuicdo das concentracfes de colesterol, efeitos anti-hipertensivos e
inibicdo da mutagenicidade (KAUR, CHOPRA, SAINI, 2002; TUOHY et al., 2003;
HEMARAJATA et al., 2013; PAIXAO & CASTRO, 2016).

Alguns critérios sdo considerados fundamentais para que o microrganismo seja
caracterizado como probiético. Primeiramente, o mesmo ndo deve ser patogénico ou
causar efeitos colaterais ao hospedeiro, devem ser capazes de sobreviver a
passagem ao longo do trato gastrointestinal, resistindo as condicbes acidas no
ambiente gastrico e atingir o intestino grosso em quantidades adequadas
possibilitando a sua colonizacéo e proliferacédo no trato digestivo (COLLADO et al.,
2009; Ll et al., 2011; CARICILLI & SAAD, 2013).

Conhecendo o metabolismo e as condicbes de crescimento € possivel
determinar de forma mais eficaz o veiculo a ser incorporado o probiotico
(BONGAERTS; SEVERIIJNEN, 2016). Recomenda-se que o0s alimentos que
contenham bactérias probiéticas possuam aproximadamente de 10® a 10° UFC/g

antes da sua ingestdo para garantir que um minimo terapéutico suficiente de 10°
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e10’ UFC/g possa chegar ao célon (NAZZARO et al., 2009; KANDYLIS et al., 2016).
Ao chegar ao intestino, o microrganismo deve se aderir, modular o ambiente,
estabilizando a microbiota, inibindo ou até mesmo eliminando os patdégenos
intestinais, fornecendo assim, seus beneficios (SLEATOR & HILL, 2008).

No caso de formulacdes alimentares, essas devem ser estaveis durante a vida
de prateleira do produto, conter o numero de células viaveis para conferir os
beneficios esperados e manter as caracteristicas sensoriais desejadas (COLLADO
et al., 2009). Os probioticos tém sido formulados em diversas matrizes incluindo,
chocolate (RAYMOND; CHAMPAGNE, 2015), sorvetes (MATIAS et al., 2016), doces
e barras de cereais (VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015) no entanto, produtos
lateos convencionais como Kefir, iogurtes e queijos sdo mais eficazes na
manutencao da viabilidade dos probidticos, pois agem como um tampao, facilitando
assim a passagem dos microrganismos através do TGI durante o processo digestivo
(PINTO et al., 2006).

Os mecanismos através dos quais se explicam os efeitos benéficos dos
probidticos ainda sao desconhecidos, no entanto, acredita-se que envolvem
modificagcdes no pH intestinal, producéo de compostos antimicrobianos, competicao
com patdgenos tanto por receptores locais, quanto por nutrientes disponiveis e
fatores de crescimento, estimulantes imunomoduladores e células produtoras de
lactase (PARVEZ et al., 2006; AMARA & SHIBL, 2015).

2.3 Kefir

Dentre o universo dos produtos probibticos destaca-se o Kefir, o qual é
originario do Caucaso, regifo localizada ente a Europa Ocidental e a Asia. No final
do século XIX, sua producédo espalhou-se para a Europa Central e Oriental entre
outras partes do mundo. No século XXI, teve inicio a sua produgdo industrial em
diferentes regibes do mundo e comercializado apresentando diferentes nomes
locais, como kefir, kefer, kiaphur, kefyr, knapon, kepi, e kippi. Esta bebida tem tido
um notavel sucesso, vem ganhando popularidade e atualmente esta presente na
dieta de diversas populagdes (SARKAR, 2007; OZER, KIRMACI, 2014).
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No Brasil, a disseminacdo do uso do Kefir comec¢ou no inicio do século XX, e
os estudos cientificos envolvendo sua a caracterizagdo de todo o processo de
preparacao tiveram inicio no final do mesmo século. No entanto, sua producdo a
nivel industrial ainda é baixa, sendo o maior producdo do tipo artesanal para

consumo pessoal e ndo é muito difundida (LEITE, et al. 2012).

A palavra Kefir e derivada da palavra, em Turco, keif a qual pode ser traduzida
como “sentir-se bem”, sensacao experimentada apos ingeri-lo (LOPITZ-OTSOA et
al., 2006). Tradicionalmente, os caucasianos preparavam o Kefir pela fermentacéo
do leite em sacos feitos do couro cru (ou estdbmago) de animais. O leite fresco era
adicionado do leite fermentado e apds um tempo, ocorria um acumulo de camadas
de microrganismos embebidos em um material com proteina e polissacarideo e,

eventualmente, a formacao dos gréos (REA et al.,1996).

O Kefir é uma bebida viscosa, refrescante, de sabor levemente acido e picante,
produzida a partir de grédos de Kefir, cuja associacdo simbiotica entre leveduras e
bactérias laticas € responsavel pela fermentacao acido-latica do leite, que tem sido
historicamente utilizado para promover e manter a boa salde (LOPITZ-OTSOA et
al., 2006; MARSH et al., 2013; SATIR; GUZEL-SEYDIM, 2016; VIANA et al, 2017).

Segundo a legislacdo brasileira vigente (Instrucdo Normativa N°46 de 26 de
outubro de 2007), o Kefir, definido como leite fermentado, € um “produto resultante
da fermentacéo de leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos lacticos préprios,
cuja fermentacdo se realiza com cultivos acidolacticos elaborados com grédos de
Kefir, Lactobacillus kefiri, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e
Acetobacter com producdo de acido lactico, etanol e dioxido de carbono”, sendo
seus graos constituidos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces
marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus,
Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei,

Bifidobaterium spp. e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus” (BRASIL, 2007).

Os graos de Kefir séo massas gelatinosas irregulares com coloragao que varia
de branca para amarelada em formato de couve-flor, possuem de 0,3 a 3,5 cm de
didmetro, com uma textura viscosa, mas firme (Figura 1) (HSIEH et al., 2012; SINKO
et al., 2013; LEITE et al., 2015). Os graos foram passados de geracdo para geragao
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entre as tribos do Céucaso, sendo estes considerados uma fonte de riqueza familiar
(LOPITZ-OTSOA et. al., 2006).

Figura 1. Representacdo ilustrativa dos Graos de Kefir de leite (A) e de 4gua (B).

Fonte: Miguel, 2009.

A populacdo microbiana encontrada em graos de Kefir tem sido citada como
exemplo de comunidade simbidtica, ou seja, diversas espécies de microrganismos
vivendo de forma harménica e vantajosa para ambos, que ndo podem ser
sintetizadas artificialmente, sendo a composicdo da microbiota do leite fermentado
pelo Kefir variavel de acordo com o meio de cultura e o seu método de producao
(KANDYLIS et al., 2016). Além destes, outros fatores tais como a regido geografica
de origem, o tempo de utilizacdo, o substrato utilizado para proliferacdo dos gréos e
as técnicas utilizadas para manipulacdo (WSZOLEK et al., 2001; WITTHUHN et al.,
2004). Entretanto, apesar dessa composicdo variavel, os géneros de bactérias
laticas mais comuns em graos desse alimento sdo Lactobacillus, Lactococcus e
Leuconostoc (JJIANZHONG et al., 2009; MAGALHAES et al., 2011; LEITE et al.,
2012).

De acordo com a norma para fermentados (CODEX ALIMENTARIUS, 2011), o
Kefir deve conter no minimo: 2,7% de proteinas do leite, menos de 10% de gordura,
0,6% de acidez titulavel expressa em acido lactico, soma de microrganismos
especificos que constituem o minimo de cultura iniciadora de 10’ UFC/g e de
levedura de 10* UFC/g. A fabricacéo pelo processo tradicional consiste na adicdo
dos grdos de Kefir ao leite, este por sua vez é mantido em repouso
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aproximadamente 24 horas. Durante esse tempo, 0s graos, geralmente, aumentam
sua massa em 25% (FARNWORTH, 2005). O leite € em seguida filtrado para
recuperar os graos, que serdo utilizados em um novo processo de fermentacao
(KANDYLIS et al., 2016). A biomassa de graos de Kefir aumenta lentamente durante
a fermentacéo, e as propriedades dos graos incialmente formados sao transmitidas
aos demais graos que irdo se formando (GARROTE et. al., 2012; FARNWORTH,

2005). De forma geral, o processo de producao do Kefir esta descrito na Figura 2.

Figura 2: Fluxograma geral de producéo de Kefir.

Tratamento térmicoda
matriz alimentar e
posterior resfriamento.

|

Grios de Kefir
Fermentacio

|

Filtracdo

/ \

Grios de
Kefir Kefir — | Reutilizagdo

Fonte: O autor, 2018.

Embora o Kefir tradicionalmente seja produzido a partir do leite de vaca, e de
outros mamiferos, o leite de coco, arroz e soja também tem sido utilizado para a
fabricacdo da bebida (PUERARI et al, 2012). Outra variacdo produzida € o Kefir
d’agua, cujo substrato é constituido apenas de agua e agucar mascavo na
concentracéo de 3 a 10% (FARNWORTH, 2005).
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O crescente aumento de pessoas na populacdo com distlrbios relacionados a
ingestao de lactose, assim como de colesterol, ambos componentes do leite, tem
impulsionado a pesquisa e 0 desenvolvimento de outros tipos de produtos
probiodticos nao lacteos, incluindo matrizes alimentares a base de frutas, legumes e
cereais (RIVERA-ESPINOZA & GALLARDO-NAVARRO, 2010; FARIAS et al, 2016;
SANTOS et al, 2017). Além disso, a tendéncia em curso do vegetarianismo

estabeleceu uma importancia mundial a estes produtos (CORONA et al, 2016).

Devido ao aumento do consumo da bebida em diversos paises do mundo, o
Kefir, grdos de Kefir e as bactérias encontradas no Kefir tém sido objeto de estudos
cientificos que visam demonstrar os beneficios potenciais dos mesmos para a saude
humana. Além das bactérias e leveduras benéficas, o Kefir € reconhecido também
por seus atributos nutricionais, presenca de vitaminas, minerais e aminoacidos
essenciais que auxiliam o tratamento e manutencdo das funcdes corporais
(ZUBILLAGA et al., 2001; OTLES e CAGINDI, 2003; MAGALHAES et al., 2011;
VIANA et al, 2017). Além disso, durante o processo de fermentacdo, metabdlitos
microbianos e/ou constituintes degradados da matriz alimentar se acumulam na
bebida e também podem produzir efeitos benéficos a saitde (FARNWORTH, 2003).

Os microrganismos presentes no kefir apresentam a capacidade de produzir
prebidticos (como o kefirano), que sdo oligossacarideos nao digeriveis pelo trato
gastrointestinal do consumidor e utilizados como fonte de energia pela microbiota
para o seu crescimento (JOHN; DEESEENTHUM, 2015). As vias metabdlicas que
levam a producédo de kefirano ndo sdo completamente compreendidas, no entanto,
sabe-se que € composto por unidades repetitivas de carboidratos, principalmente de
glicose e galactose, com ramificagdes e pode ser produzido por uma variedade de
bactérias isoladas dos gréos de kefir, obtido de diferentes fontes (FARNWORTH,
2005; GUZEL-SEYDIM et. al., 2005). Além dos efeitos positivos a saude, o kefirano
também pode ser usado como aditivo alimentar para produtos fermentados a fim de
realcar as propriedades reoldgicas dos geéis de leites fermentados, aumentando sua
viscosidade aparente e a estabilidade desses géis durante o armazenamento
(WANG et. al., 2008).

Outros beneficios para a saude associados com o Kefir sdo atribuidos a sua

capacidade de proliferacdo gastrointestinal, atividade antibacteriana, efeito
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anticancerigeno, efeito hipocolesterolémico, propriedades antidiabéticas, atividade
antimutagénica, atividade [(-galactosidase, atividade antioxidante, efeito sobre o
nivel de lipidios e pressdo arterial, protecdo contra apoptose, propriedades
antialérgicas, acao anti-inflamatoria, e reforco do sistema imunitario (AHMED et al.,
2013).

2.4 Maracuja Amarelo e da Caatinga como veiculos para probiéticos

Sucos de frutas constituem um veiculo ideal para culturas probioticas por ser
um substrato rico em compostos antioxidantes, acido ascorbico, minerais, vitaminas,
fibras dietéticas, ndo contém alérgenos lacteos e sdo consumidos regularmente pela
populacdo (YOON; WOODAMS & HANG, 2006). Além disso, contém quantidades
elevadas de agucares, o que poderia incentivar o crescimento dos microrganismos e
nao contém culturas iniciantes que competem com mesmos pelos nutrientes (DING
& SHAH, 2008). Ademais, a fermentacdo a partir destes substratos faz com que a
bebida produzida seja apreciada pelo seu sabor &cido, refrescante, levemente
gaseificado, e baixo conteudo alcodlico e acético. Uma vez que o consumo de frutas
e legumes é fortemente recomendado por muitos governos para reduzir o risco de
varias doencas e declinios funcionais associados com o envelhecimento, a sua
fermentacdo pode aumentar a escolha pelo consumo destes produtos. Isto também
contribuiria para minimizar as perdas relacionadas a sua producédo, ja que estes

produtos séo altamente susceptiveis a deterioracdo (RANDAZZO et al., 2016) .

O maracuja que, na lingua tupi, significa “alimento em forma de cuia”, € uma
das primeiras frutas silvestres que os descobridores conheceram nas Américas
(GURGEL, 2004). O maracujazeiro pertence a familia Plassiforaceae, € amplamente
distribuida nos tropicos e regibes temperadas, composta por 18 géneros e mais de
630 espécies. O género Passiflora é o mais importante economicamente e possui
129 espécies conhecidas, nativas do Brasil, das quais 83 sdo endémicas (CERVI et
al., 2010). De forma geral, é rico em vitamina C, calcio e fésforo, além de possuir
valor medicinal, em funcdo das suas propriedades terapéuticas: as folhas e o suco
contém passiflorina, conhecido como um sedativo natural, e o cha preparado com as

folhas, tem efeito diurético. Conhecido também pelo valor ornamental por suas belas
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flores, que sdo um atrativo devido ao seu tamanho, exuberancia das cores e pela
originalidade das formas (MELETTI, 2001; EMBRAPA, 2007).

A producdo de maracuja apresenta grande importancia econémica no Brasil
tornando-0 o maior produtor e consumidor mundial, principalmente devido as
condicBes climaticas do pais que permite o seu cultivo em diversos estados, gerando
emprego e renda durante o periodo de safra que perdura quase o ano todo. Estes
fatores favorecem o aumento do consumo por todos os brasileiros, seja in natura, ou
na forma processada, podendo ser utilizado tanto no comércio interno quanto para a
exportacdo (ARAUJO et al., 2002).

A espécie Passiflora edulis, mais conhecida como maracuja amarelo (Figura
2) € a principal espécie explorada comercialmente sendo cultivada em quase todo o
territério nacional. O maracujd amarelo possui a pelicula externa amarela, casca
branca, formato arredondado, polpa &cida, suco amarelo a amarelo-alaranjado. De
uma maneira geral o maracuja € bem conhecido como uma fruta rica em vitaminas,
principalmente a vitamina C (Tabela 1) (EMBRAPA, 2007).

O maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata), também conhecido como
maracuja do mato, € uma fruta silvestre nativa da Caatinga e do semiarido brasileiro,
ocorrendo espontaneamente no Nordeste. Possui a pelicula externa verde, com a
casca branca, formato arredondado, polpa acida, suco amarelo a amarelo claro
(Figura 3). E uma planta de natureza perene e resistente a seca, sobrevivendo em
condicGes de absoluta estiagem, bem como a uma série de pragas que atingem o
maracuja amarelo (ARAUJO et al., 2002). A fruta € amplamente conhecida por suas
propriedades medicinais, em especial, por ter efeito calmante e relaxante. Possui um
alto valor nutritivo, é extremamente saborosa e perfumada, com um sabor
persistente, mais doce e mais acido que o do maracuja amarelo (Passiflora edulis).
Tanto o gosto quanto o perfume lembram o mel. Sua composicao contém cerca de
8% de acucares redutores e 1% de proteinas, além de potassio, ferro, fosforo, calcio
e vitaminas A, C e do complexo B. Pode ser consumida fresca ou transformada em

geleias, doces e polpa (Tabela 2) (ARAUJO et al., 2002).
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Figura 3: Frutos do Maracuja amarelo (Passiflora edulis).

Fonte: Farming, 2017.

Figura 4: Frutos do Maracuja da Caatinga (Passiflora cincinata).

Fonte: Embrapa, 2016.

O aproveitamento do maracuja da Caatinga € marcado pelo extrativismo e a
subsisténcia. Muitas familias do sertdo utilizam o maracuja da Caatinga na
alimentacdo, o excedente é comercializado em feiras locais. O aproveitamento do

fruto representa um alvo potencial de a¢bes para o desenvolvimento sustentavel da
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regido Semiarida do Brasil, que corresponde a 65% do territério do Nordeste e é a

regido mais pobre o pais particularmente se estas ac¢bes, que incluem o

aproveitamento total dos frutos, forem integradas as atividades de pequenas

industrias de beneficiamento e processamento do maracuja em doces, geleias,
mousse e sucos (ARAUJO et al., 2004).

Tabela 1: Composicdo quimica da polpa do maracuja amarelo por 100g de polpa.

Composicao da polpa do maracuja amarelo (100 gramas)

Calorias
Glicidios
Proteinas
Lipidios
Célcio
Fosforo
Ferro
Potassio
Vitamina
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina C

90,0 Kcal
21,29
2249
0,79

13 mg
17 mg
1,6 mg
360 mg
70 pg
150 ng
100 pg
15,6 mg

Fonte: Franco, 2007

Tabela 2: Composicao fisico-quimica da polpa de maracuja da Caatinga em 100g de

polpa.

Composicao da polpa do maracuja da Caatinga (100 g)

Sdlidos Soluveis Totais (°Brix)

Acidez Titulavel
pH

Umidade
Cinzas
Proteinas
Lipidios
Sacarose
Glicose

Frutose

Acido Citrico
Acido Ascérbico

11,00
82,33 ¢
3,20
90,02 g
0,809
0,84¢
3,83 ¢
0,68 ¢
0,199
1,799
0,47 g
52,01 mg

Fonte: Santos et al., 2017
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3 HIPOTESE

Ambos os tipos de maracuji, amarelo e da caatinga se mostraram matrizes
alimentares favoraveis para a producdo do Kefir, mantendo viabilidade dos
microrganismos presentes nas bebidas, bem como suas caracteristicas fisicas,

guimicas e sensoriais durante o periodo de estoque.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do tipo de Maracuja na elaboracdo do Kefir quanto a
sobrevivéncia de bactérias e de leveduras, pardmetros fisico-quimicos e sensoriais

durante o estoque.

4.2 Objetivos Especificos

e Comparar a viabilidade de bactérias e leveduras, o teor de &cidos organicos,

glicose, frutose e etanol, durante os estoques de ambos os kefirs;

¢ Investigar a sobrevivéncia de bactérias e leveduras sob as condi¢cdes simuladas

do trato gastrointestinal, durante o estoque de ambas as bebidas probidticas;

¢ Realizar analise sensorial, ao final do estoque, para cada tipo de Kefir.
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5 METODOS

5.1 Local

Os produtos para andlise (Kefir de Maracuja da Caatinga - KMC e Kefir de
Maracuja Amarelo - KMA) foram preparados e armazenados na empresa Biologicus,

em Recife-PE, no periodo de Julho a Setembro de 2017.

As demais etapas do presente estudo que compreendem todas as analises,
ocorreram no Laboratorio de Bioprocessos e Bioprodutos (Departamento de
Antibidticos) e no Laboratério de Experimentacdo e Analise de Alimentos
(Departamento de Nutricdo), ambos localizados na Universidade Federal de

Pernambuco.

5.2 Materiais

O maracuja da Caatinga foi obtido através de doacdo de cooperativa
produtora localizada em Tapiramuta, no estado da Bahia; enquanto o maracuja
amarelo foi obtido através de compra em feira organica localizada na Zona Norte do
Recife. Uma vez que no cultivo do maracuja da Caatinga nao se utiliza nenhum tipo
de agrotoxico, optou-se pelo produto organico para evitar uma possivel interferéncia
nos resultados obtidos. Os demais materiais (equipamentos, vidrarias, reagentes e
outros) faziam parte dos laboratérios onde foram realizadas as andlises, ou

adquiridos pelos préprios pesquisadores que se responsabilizaram pelos custos.

5.3 Producéao do Kefir

Os dois tipos de maracuja adquiridos foram previamente selecionados de
acordo com suas caracteristicas fisicas e sensoriais (cor, danos fisicos, grau de
maturacdo, qualidade da casca), foram devidamente higienizados e posteriormente

manipulados para a retirada da polpa.

Os frutos foram cortados e com auxilio de uma peneira foi separada a polpa
das sementes. As cascas e sementes foram descartadas. A producdo das bebidas
seguiu metodologia da propria empresa, utilizando grdos de Kefir de agua

adicionados aos sucos dos dois tipos de maracuja. A forma de preparo deste Kefir é
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semelhante a dos outros tipos de Kefir de frutas produzidos na empresa, cujo
processo de patenteamento estd em andamento — Codigo: BR 10 2014 002784 0 —
“Processo de producédo de bebida probidtica Kefir a base de sucos naturais de limao

e de frutas”.

Considerou-se como o tempo inicial das analises o ponto no qual a empresa
considera o Kefir pronto para a comercializagédo (t=0 dias), apds 30 e 60 dias de
estoque, nao foi considerado o tempo de producdo do Kefir, uma vez que o este
tempo pode variar. Apesar da validade limite determinada pela mesma ser de 90

dias em condi¢des de refrigeracéo, consideramos o final do estoque aos 60 dias.

5.4 Condi¢cbes de Armazenamento

As bebidas produzidas foram armazenadas em garrafas PET de 500 mL,
hermeticamente fechadas, sob temperatura de refrigeracédo (entre 0 e 5°C) no
mesmo local de fabricacdo até o momento das andlises, onde eram transportadas

em embalagens térmicas contendo gelo para manutencéo da temperatura.

5.5Andélises Fisico-quimicas

5.5.1 pH

O pH foi medido utilizando potencidmetro digital (Jenway 3510) em trés
momentos: no tempo zero, apos 30 e 60 dias de estoque (t=0, t=30 e t=60 dias).

5.5.2 Teor de acidos organicos

Os acidos lético, citrico e malico foram determinados com 0, 30 e 60 dias de
estoque, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O cromatdgrafo
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo) era equipado com uma bomba quaternéaria
com desgaseificador, acoplado um forno para controlar a temperatura da coluna (29
°C), um injetor automatico e um detector por arranjo de diodos (DAD). O software
utilizado para a aquisi¢ao de dados foi o Solu¢gbes-LC (Shimadzu Corporation, Kyoto,

Japao). Uma coluna de troca iénica de 300 x 7,8 milimetros (Aminex® HPX-87H,
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Bio-Rad, EUA), com 9 um de tamanho de particulas, foi utilizada. Um sistema de
eluicdo isocratica foi aplicado para a fase movel (H,SO, 5 mM) e as condicGes da
corrida foram de 25 minutos com uma vazao da fase movel igual a 0,6 mL/ min. As
amostras foram diluidas em fase movel e filtradas em membrana com diametro de
poro de 0,2 um. Para construcdo das curvas de calibracdo foram injetados acido
citrico (Dindmica, SP, Brasil), na concentracdo de 0,1 g/L, malico 0,1 g/L e latico
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), na concentracdo de 1 g/L. Os volumes injetados
para ambos os acidos foram de 1, 3, 6, 10 e 20 pL e as curvas apresentaram um R2

maior que 0,999.

5.5.3 Teor de carboidratos e etanol

A determinacdo de carboidratos (glicose e frutose) e etanol também foi
realizada com 0, 30 e 60 dias de estoque, através da CLAE, com temperatura de
60°C e detector por indice de refracdo. Foi utilizado a mesma coluna cromatografica,
composicao e sistema de eluicdo de fase mével usados na determinacdo dos acidos.
As condi¢des da corrida foram de 15 minutos com uma vazao da fase movel também
igual a 0,6 mL/ min. As amostras foram diluidas em fase moével e filtradas em
membrana com diametro de poro de 0,2 um. Para construcdo das curvas de
calibracdo foram injetados frutose e glicose (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), na
concentracdo de 1 g/L. Os volumes injetados para ambos os carboidratos foram de

10, 15, 20, 25 e 30 pL e as curvas apresentaram um R2 maior que 0,999.

5.6 Viabilidade celular

A quantificac@o das leveduras e bactérias em cada Kefir, no inicio do estoque e
apos 30 e 60 dias. Amostras de 1 mL de cada Kefir foram retiradas, depositadas em
tubos de ensaio estéreis e diluidas em 9 mL de solugdo salina 0,9% estéril.
Posteriormente uma nova aliquota de 1 ml foi retirada do tubo inicial e transferida
para outro contendo solucdo salina. As diluicbes seriadas foram realizadas até a
diluicéio 10°°.

Aliquotas de 100 pL das diluicbes foram semeadas em placas de Petri estéreis
contendo MRS 55 g/L (MERCK, Darmstadt, Alemanha) e Agar 20 g/L (Neogen,
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Michigan, EUA) adicionada de Cicloheximida (200mg/l) para quantificar bactérias e
Saboraud contendo Cloramfenicol (100mg/l) para quantificar leveduras. As placas
foram incubadas em estufa bacteriologica (SPLABOR 101/216) a 37°C por 48 horas.
Apos esse periodo, a contagem foi realizada e o resultado expresso em logaritmo de
Unidades Formadoras de Col6nias por mililitros de amostra (log UFC/mL). A
contagem das células viaveis foi realizada em triplicata e a Figura 5 consiste em uma

representacao ilustrativa desta etapa.

Figura 5 - Esquema ilustrativo para a determinacgdo da viabilidade de bactérias e
leveduras presentes no Kefir de maracuja amarelo e maracuja da Caatinga.

lmL 1mL 1 mL ImL lmL

/&E a . u
a HI\".k T 11100 VLoD 110 1100.000  L/108.£00.00
\ Solugio Salina @mL 1 1 l'
/—x 100 L
Amostra de Kefir l' l’ l'

Incubagdo - 37°C

1 1 1

Fonte: O autor, 2018.

5.7 Sobrevivéncia em condi¢cdes gastrointestinais simuladas

Para a avaliacdo da sobrevivéncia das bactérias e leveduras presentes no Kefir
do maracuja da Caatinga e no Kefir de maracuja amarelo, inicialmente foi
determinada a viabilidade celular das mesmas como descrito no item 5.6, no inicio,

apos 30 e 60 dias de estoque. A metodologia foi baseada no trabalho de Santos et
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al. (2017). A partir destes resultados foi calculada a sobrevivéncia (S%) de bactérias

e leveduras depois de serem submetidas as condi¢cdes de simulacdo gastrointestinal,

utilizando a equacgéo: S(%) = I‘:—}x 100

Foi utilizado volume inicial de 30 mL para cada amostra. Inicialmente o pH foi
ajustado para 2,0 com solugcdo de HCI (1M) e foi adicionada a enzima pepsina
(Dindmica, SP, Brasil) na concentracdo de 3 g/L, simulando a fase gastrica. Os
frascos foram incubados a 37°C em incubadora rotativa a 150 rpm (Tecnal TE-422)
durante 2 h. Apos esse periodo, , 0 pH das amostras foi novamente ajustado, desta
vez para o 5 utilizando uma solugdo alcalina (150 mL de 1M NaOH, 14 g de
NaH,P0O,4.2H,0 e 4gua destilada até 1 L). Sais biliares (HiMedia, Mumbai, india) e
pancreatina (Exodo Cientifica, SP, Brasil) foram adicionados até chegar a uma
concentragéo de 10 g/L e de 1 g/L, respectivamente. As amostras foram incubadas
novamente a 37°C por mais 2 horas, sob agitacdo de 150 rpm; esta fase simula a
fase entérica 1. Na ultima etapa, o pH foi ajustado para 7 usando a mesma solucéo
alcalina. As concentracfes de sais biliares e pancreatina foram ajustadas (10 g/L e 1
g/L, respectivamente), e as amostras novamente incubadas nas mesmas condi¢des

(fase entérica 2) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema ilustrativo do teste de simulacdo gastrointestinal para
verificacdo da resisténcia de bactérias e leveduras no Kefir de maracuja amarelo e

maracuja da Caatinga.

f ! Incubador rotativo N Incubador rotau'\ ° T9T  Incubador rotativo

k. 150 rpm, 37°C,2h ) \ 150 rpm, 37°C | 1501pm 37°C, 2h

“.awdade /\ /\ | |

Inicial (V1)
Viabilidade
( ) ( ) < > Fmal (Vf)

pH 2 pH 5 pH7
Pepsmna 3g/L Pancreatina 1g'L Pancreatina 1g/L

Sais biliares 10g/L Sais biliares10g/L

Fonte: O autor, 2018.
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5.8 Analise Sensorial

A andlise sensorial foi realizada apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
do CCS/UFPE, numero do parecer 2.264.487 (ANEXO 2), bem como apOs o0s
resultados das analises microbiologicas para Salmonella spp (AOAC, 2002, método
967.26) e coliformes termotolerantes g/ 45°C (AOAC, 2002, método 991.14),
realizados no Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Nutricio — UFPE,
para garantir a qualidade sanitaria dos produtos oferecidos aos voluntarios (BRASIL,
2001).

Os testes foram realizados no Laboratério de Técnica Dietética do
Departamento de Nutricdo — UFPE, utilizando os dois tipos de Kefir apds 60 dias de
estoque, com provadores nado treinados na faixa etaria de 18 a 45 anos, que
informaram nao apresentar qualquer tipo de intolerdncia ou alergia aos componentes
do Kefir e apresentassem capacidade de leitura e compreensdo do formulario da
pesquisa.

Os voluntarios foram orientados a ler atentamente o Termo Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE A), e todas as davidas referentes a execucdo do
teste foram esclarecidas, contribuindo para que o participante tivesse seguranca
durante a execucdo do teste e minimizando possiveis perdas de respostas. As
amostras foram servidas em copos descartdveis de 50 ml numericamente
codificados na temperatura de 4°C aproximadamente e agua mineral foi fornecida

aos voluntarios para limpar o seu paladar entre a degustacdo das amostras.

As amostras foram avaliadas por meio de testes de aceitacdo e intencao de
compra, utilizando duas escalas hedodnicas, a primeira de nove pontos variando de 1
(desgostei extremamente) a 9 (gostei extremamente), a segunda de 7 pontos
variando de 1 (nunca compraria) a 7 (compraria muito frequentemente) os formulario

para analise sensorial estdo descrito no Apéndice B (Stone & Sidel, 2004).

5.9 Andlises estatisticas

As médias foram obtidas através da realizacdo dos testes em triplicatas para

a viabilidade, e em duplicatas para as demais andlises. Os dados foram analisados
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através do teste estatistico de analise de variancia ANOVA, considerando o nivel de
significancia de 5% (p < 0.05), utilizando o programa OriginPro® 2018.
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6 RESULTADOS

A viabilidade de bactérias e leveduras nos dois tipos de Kefir foi avaliada ao
longo do estoque nos tempos 0, 30, e 60 dias como apresentado nas Figuras 7 e 8,
respectivamente. A viabilidade de bactérias foi significativamente maior no KMC em
0 dias (8 Log UFC/mL) e 30 dias (7 Log UFC/mL), quando comparado ao KMA (7
Log UFC/mL e 6 Log UFC/mL). Nao houve diferenca significativa na viabilidade de

bactérias entre as viabilidades nos Kefir com 60 dias de estoque.

Figura 7 — Viabilidade de bactérias no Kefir do maracuja amarelo (KMA) e no

Kefir do maracuja da Caatinga (KMC), durante o estoque.
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As letras diferentes (A, B, C) indicam que houve diferenca significativa em cada um dos
tipos de Kefir ao longo do tempo (p<0,05), e a presenca do asterisco indica que houve
diferenca significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados.

No que diz respeito a viabilidade de leveduras, no inicio do estoque
encontrava-se ligeiramente maior no KMC (préxima a 8 Log UFC/mL). No entanto,
aos 30 dias houve um aumento significativo no KMA (9 Log UFC/mL) e discreto
declinio no KMC (7 Log UFC/mL). Aos 60 dias de estoque, ambos os tipo de Kefir

apresentaram viabilidades semelhantes, ndo havendo diferenca significativa entre os
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mesmos. Durante todo o estoque a viabilidade de ambos, bactérias e leveduras,

diferiram significativamente nas duas bebidas.

Figura 8 — Viabilidade leveduras no Kefir do maracuja amarelo (KMA) e no Kefir do

maracuja da Caatinga (KMC), durante o estoque.
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As letras diferentes (A, B, C) indicam que houve diferencga ignificativa em cada um dos tipos
de Kefir ao longo do tempo (p<0,05), e a presenca do asterisco indica que houve diferenca
significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados.

De uma forma geral, tanto bactérias quanto leveduras apresentaram alta
sobrevivéncia depois de submetidas as condi¢cdes simuladas do TGI. No inicio do
estoque, a sobrevivéncia das bactérias no KMA foi de aproximadamente 99%,
entretanto, aos 30 dias decaiu significativamente (61%) e continuou em queda
guando avaliado os 60 dias de estoque (47%) (Figura 9). O KMC apresentou

sobrevivéncia superior a 75% durante todo o estoque.

Quanto a sobrevivéncia de leveduras em ambos os Kefir, a mesma manteve-
se superior a 72% no KMC, e 90% no KMA (Figura 9).
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Figura 9 — Sobrevivéncia de bactérias no Kefir do maracuja amarelo (KMA) e no
Kefir do maracuja da Caatinga (KMC), ap6s simulagéo das condi¢des do TGl

durante o estoque.
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As letras diferentes (A, B, C) indicam que houve diferenca significativa em cada um dos
tipos de Kefir ao longo do tempo (p<0,05), e a presenca do asterisco indica que houve
diferenca significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados.

Figura 10 — Sobrevivéncia de leveduras no Kefir do maracuja amarelo (KMA) e no
Kefir do maracuja da Caatinga (KMC), ap6s simulacéo das condi¢des do TGl

durante o estoque.
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As letras diferentes (A, B, C) indicam que houve diferenca significativa em cada um dos
tipos de Kefir ao longo do tempo (p<0,05), e a presenca do asterisco indica que houve
diferenca significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados.

O pH das bebidas variou entre 0 e 30 dias, apresentando aumento
significativo. J& entre os tempos 30 e 60 dias o pH se manteve constante em ambos.
Houve dieferenca significativa quando se comparou o pH das duas bebidas com 0 e

30 dias e néo houve diferenca com 60 dias (Figura 11).

Figura 11 — Valores de pH no Kefir do maracuja amarelo (KMA) e no Kefir do

maracuja da Caatinga (KMC), durante o estoque.
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As letras diferentes (A e B) indicam que houve diferenca significativa em cada um dos tipos
de Kefir ao longo do tempo (p<0,05), e a presenga do asterisco indica que houve diferenca
significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados

Os acidos citrico e malico foram quantificados no KMA (Figura 12). O acido
citrico manteve sua concentragdo ao longo dos 60 dias de estoque, entre 0,71 g/L e
0,81 g/L. O acido malico apresentou declinio aos 60 dias. O acido latico néo foi
encontrado no KMA. Com relacdo ao KMC, as concentracdes de acido malico e
latico se mantiveram semelhantes ao longo do estoque, entretanto no que diz
respeito ao &cido citrico a concentracdo inicial foi de 0,65 g/L e decaiu

significativamente para 0,35 g/L aproximadamente (Figura 13).
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Figura 12 — Concentrac&o dos Acidos Citrico e Malico no Kefir do maracuja amarelo
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desses acidos ao longo do estoque (p<0,05).

Figura 13 — Concentracéo dos Acidos Citrico, Malico e Latico no Kefir do maracuja
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As concentracdes de glicose e frutose variaram em cada Kefir ao longo do
estoque, bem como quando os dois foram comparados (Figuras 14a e 14b). A
concentracdo de etanol manteve-se constante apenas no KMC entre 30 e 60 dias de

estoque.

Figura 14 — Variacdo nas concentracdes de etanol, glicose e frutose no Kefir
do maracuja amarelo (KMA) (a) e no Kefir do maracuji da Caatinga (KMC) (b)

durante o estoque.
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As letras diferentes (A, B, C) indicam que houve diferenca significativa has concentracdes
de etanol, glicose e frutose ao longo do tempo (p<0,05), e a presenca do asterisco indica
que houve diferenca significativa (p<0,05) quando os dois Kefir foram comparados.
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Com relacéo a andlise sensorial, 104 provadores participaram desta etapa, 4
dos questionarios respondidos foram excluidos por erro no preenchimento,
totalizando 100 provadores, sendo 74 % do sexo feminino. Esta etapa foi realizada
apos resultado da analise microbiolégica que determinou que os produtos estavam

proprios para o consumo.

O requisito intengdo de compra nao diferiu entre o KMA e KMC (p=0,117),
entretanto, segundo avaliacdo dos provadores a bebida que apresentou a maior
aceitacdo com relagdo ao sabor foi o KMA obtendo a média de respostas
estatisticamente maior, correspondente a 6 - gostei ligeiramente, quando
comparado ao KMC, cuja média atribuida foi 5 — nem gostei, hem desgostei
(p=0,001). As Figuras 15 e 16 demostram a frequéncia em que cada uma das
respostas foi dada.

Figura 15 — Histogramas de frequéncia das respostas de satisfacdo (gosto) no Kefir

do maracuja amarelo (KMA) e Kefir do maracuja da Caatinga (KMC), apés 60 dias

de estoque.
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Arepresentacao grafica demonstra quantas vezes cada resposta foi dada ao questionario

para cada tipo de Kefir. Respostas: 1 — Desgostei extremamente, 2 — Desgostei muito, 3 —

Desgostei moderadamente, 4 — Desgostei ligeiramente, 5 — Nem gostei/nem desgostei, 6 —
Gostei ligeiramente, 7 — Gostei moderadamente, 8 — Gostei muito, 9 — Gostei extremamente.
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Figura 16 — Histogramas de frequéncia das respostas de intencdo de compra do
Kefir do maracuja amarelo (KMA) e do Kefir do maracuja da Caatinga (KMC) ap6s

60 dias de estoque.
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A representacdo grafica demonstra quantas vezes cada resposta foi dada ao questionério
para cada tipo de Kefir. Respostas: 1 — Nunca compraria, 2 — Compraria se ndo houvesse
outro, 3 — Nao compraria, 4 — Compraria se estivesse acessivel, 5 — Compraria, 6 —
Compraria frequentemente, 7 — Compraria muito frequentemente.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a estabilidade dos microrganismos
encontrados no Kefir de duas espécies diferentes de maracuja ao longo de 60 dias
de estoque. A producédo do maracuja amarelo ja € bem estabelecida no Brasil, e os
resultados obtidos neste trabalho colaboram para a popularizacdo do maracuja da
Caatinga contribuindo para qué se dé uma maior énfase ao seu cultivo,
possibilitando a sua utilizacao para a formulagéo de novos produtos e gerando renda
para a populacao produtora.

A viabilidade de bactérias e leveduras dos dois tipos de maracuja no inicio do
estoque foi alta, e apos os testes de sobrevivéncia simulando as condi¢cdes do TGl

0S microrganismos permaneceram Vviaveis.

Aos 30 dias de estoque observou-se um discreto declinio da viabilidade de
bactérias (1 Log) em ambos os Kefir. No estudo de Farias et al. (2016), que utilizou
como matriz alimentar o suco do maracujia da Caatinga para formulacdo de bebida
probidtica fermentada utilizando Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, a viabilidade
foi acima de 8 Log UFC/mL apds 28 dias de estoque refrigerado. Este achado
corrobora com os resultados encontrados no presente estudo, mostrando que o suco
do maracuja da Caatinga tem potencial para uso como substrato alimentar na
formulacédo de Kefir. Além do maracuja, outros vegetais vém sendo estudados na
formulacdo de bebidas probioticas como beterraba, tomate, repolho e cenoura
(YOON et al., 2004; YOON et al., 2005; YOON et al., 2006; NAZZARO et al., 2008);
bem como na produc¢do do préprio Kefir incluindo frutas como maca, uva, roma, Kiwi
e péra (RANDAZZO et al., 2016). Com 60 dias de estoque, a viabilidade de bactérias

permaneceu em queda (caiu para 6 Log UFC/mL) nos os dois Kefir.

A sobrevivéncia de bactérias apds simulacdo das condigdes do TGI no inicio
do estoque foi maior no KMA (99%), enquanto aproximadamente 93% das leveduras
em ambos os Kefir sobreviveram. Aos 30 dias, assim como a viabilidade, a
sobrevivéncia bactérias também apresentou declinio, que foi mais expressivo no
KMA (61%) quando comparado ao KMC, cuja sobrevivéncia permaneceu superior a
90%. A viabilidade de bactérias ao final do teste de sobrevivéncia no TGI decaiu
para 5 Log UFC/mL no KMC e para 3 Log UFC/mL no KMA, portanto, a



44

sobrevivéncia foi maior no KMC (75%) comparada a taxa do KMA (47%). Esta
diminuicéo esta relacionada provavelmente & menor disponibilidade de nutrientes no
meio, uma vez que passados 60 dias, a maior parte dos nutrientes ja foi
metabolizada. Apesar disso, mais uma vez, o maracuja da Caatinga foi mais
eficiente na manutencdo da viabilidade de bactérias. Entretanto, com 60 dias de
estoque, a sobrevivéncia de leveduras foi maior no KMA (91%) quando comparada a

sobrevivéncia no KMC (72%).

De forma geral as leveduras apresentaram maiores viabilidades e
sobrevivéncia do que as bactérias e, portanto, pode-se dizer que foram mais
tolerantes ao estoque e as condi¢des gastrointestinais as quais foram submetidas. A
viabilidade de bactérias e leveduras apresentou valores superiores a 6 Log UFC/mL
no Kefir do Maracuja da Caatinga ao longo de todo o estoque, e a sobrevivéncia
sempre foi maior que 70%. Ja& o Kefir do Maracuja Amarelo apresentou alta
viabilidade e sobrevivéncia de leveduras durante o estoque, porém em relacdo as
bactérias a viabilidade mais alta foi observada no primeiro dia de analise e declinou
ao longo do tempo, este achado também se refletiu na sobrevivéncia com reducéo

significativa, préxima a 50% no final do estoque.

Kandylis et al. (2016) sugere que para exercer efeitos terapéuticos o0s
microrganismos probidticos devem estar vivos e disponiveis em numero elevado,
geralmente superior a 10® a 10° células por grama de produto no momento do
consumo; portanto, em todo o estoque as duas bebidas estudadas quando somadas
bactérias e leveduras apresentaram numeros superiores a estes, o que garante sua
possivel acdo probidtica. Considerando a sobrevivéncia, mesmo depois de serem
submetidos as condi¢cdes estressantes do TGI, quando somados, bactérias e
leveduras conseguiram se manter em ndimero superior a 10° e 10’ UFC/mL, sugerido
por Nazzaro et al., (2009) como sendo o minimo suficiente que possa chegar ao

colon, capaz exercer suas acoes benéficas.

No presente estudo, ao levarmos em consideracdo as redugbes nha
sobrevivéncia das bactérias e leveduras, podemos observar que o KMC apresentou
um resultado mais estavel (11% para bactérias e 22,5% para leveduras), com

sobrevivéncia de ambos 0s microrganismos sempre superiores a 70%.
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A concentracdo de &cidos citrico (0,37 g/L) e malico (0,41 g/L) no KMC
diferiram do estudo de Farias et al., (2016), que encontrou concentracdes de acido
citrico e malico de 5,81 + 0,26 g/L e 0,78 £ 0,05 g/L, respectivamente; tambéem
utilizando o maracuja da caatinga na elaboracdo de uma bebida probidtica. No
entanto, fatores como o grau de maturagdo do fruto e a concentragdo da polpa
utilizada na elaboracao da bebida podem interferir nas suas concentracgoes.

O acido latico ndo foi identificado no KMA, bem como a concentracdo
encontrada no KMC foi muito baixa (0,85 + 0,04 g/L). Magalhdes et al. (2010)
relataram que a presenca de leveduras de género Kazachstania no Kefir poderia
estar relacionada com a assimilacdo de alguns acidos produzidos por bactérias
acido laticas. Em outro estudo, Kluyveromyces marxianus mostrou forte atividade
sob estado acido, consumiu parte do acido latico com producédo de etanol e diéxido
de carbono (ZHOU et al., 2009). A presenca de Saccharomyces cerevisiae também
pode contribuir com a reducéo da concentracédo de acido lactico (MAGALHAES et
al., 2010).

O aumento do ph e posterior estabilizagdo durante o estoque, provavelmente
foi devido a baixa producdo do acido latico no KMC e auséncia no KMA. Este
achado difere do encontrado por Santos et al. (2017), que em seu estudo também
utilizando o maracuja da caatinga houve diminuicdo do ph da bebida fermentada e

aumento concomitante da concentragdo do &cido latico ao longo estoque.

As concentracdes de etanol encontradas no presente estudos variaram de
2,2% a 3,4% (v/v) no KMA e de 1,64% a 2% (v/v) no KMC; resultados semelhantes
ao encontrados por Randazzo et al. (2016), que mencionam em sua investigacao as
concentracbes de 2,67% (v/v) no Kefir do suco de macd; 1,3% (v/v) no de kiwi e
2,31% (v/v) no Kefir de pera, apos 48h de fermentacdo. Independente do tempo de
estoque, as concentracdes presentes nos dois tipos de Kefir os caracterizam como
bebidas alcoolicas segundo a legislacao brasileira, por apresentar teores de etanol
superiores a 0,5% (v/ v) (BRASIL, 2009).

Leveduras como Saccharomyces cerevisiae, que apresentam forte
metabolismo fermentativo e tolerancia ao etanol, é a principal responsavel pela
producao de alcool e ja foi previamente identificada em bebidas tipo Kefir (Pereira et

al., 2010). Além disso, algumas espécies do género Lactobacillus também tém a
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capacidade de produzir etanol, uma vez que possuem atividade de alcool
desidrogenase, uma enzima capaz de converter acetaldeido em etanol
(MAGALHAES et al., 2011). Beshkova et al. (2003) relataram que o teor de &lcool
deve ser o suficiente para dar ao Kefir um tipico sabor alcodlico leve. Apesar de
outros estudos envolvendo Kefir onde os teores de etanol foram inferiores (ZAJSEK,
GORSEK, 2010; MAGALHAES et al, 2010; MAGALHAES et al., 2011), Guzel-
Seydim et al. (2000) afirmam que os produtos finais da fermentacdo de leveduras

como etanol e CO, s&o pontos criticos no sabor e aroma do auténtico Kefir.

A presenca de glicose identificada no KMA em maior concentracdo no inicio
do estoque, seguido de declinio significativo pode ser justificada pelo possivel
consumo e concomitante elevagdo das concentracbes de etanol resultante do
metabolismo dos microrganismos, diferente do KMC, onde houve consumo de
glicose, entretanto as concentracdes etanol ndo se alteraram, podendo ser resultado

apenas da manutencao da viabilidade microbiana.

A andlise sensorial mostrou uma maior preferéncia pelo KMA (média 6 —
‘gostei ligeiramente”) quando comparado ao KMC (média 5 — “nem gostei nem
desgostei”), o que refletiu na intencédo de compra (média 4 — “compraria se estivesse
acessivel para o KMA e média 3 — “ndo compraria” para o KMC). Segundo Araujo et
al. (2002) o maracuja da Caatinga apresenta um sabor mais longo, mais doce e
menos acido que o maracuja amarelo, atributos sensoriais normalmente mais bem
aceitos pela populagdo, entretanto, a preferéncia pode ser justificada pela

popularizacdo do maracuja amarelo.

A intencdo de compra pode ser um reflexo do baixo consumo habitual deste
tipo produto. O Kefir apresenta um sabor caracteristico incomum, e a falta de
conhecimento acerca de produtos fermentados pode induzir a sua rejeicdo, uma vez
gue a populacdo normalmente associa bebidas gaseificadas a refrigerantes que sao
amplamente consumidos e ricos em acucar, o que melhora seu sabor. Futuramente
com a maior popularizagcdo deste tipo de bebida, associada ao conhecimento com
relacdo aos diversos beneficios a salude que ela proporciona, este cenario pode ser

modificado.
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8 CONCLUSOES

Ambos os tipos de maracuja se mostraram veiculos favoraveis para a
producao de Kefir, contribuindo para a sobrevivéncia dos microrganismos probidticos
e desta forma permitindo que seus atributos benéficos sejam aproveitados pelos

consumidores.

O Kefir de Maracuja Amarelo apresentou maior sobrevivéncia de leveduras
durante o estoque. Em relacdo as bactérias a maior viabilidade foi observada no

inicio do estoque e decaiu ao longo do tempo.

Ao levar em consideracdo as reducdes na sobrevivéncia de bactérias e
leveduras, podemos observar que o Kefir de Maracuja da Caatinga apresentou maior
estabilidade ao longo de todo o estoque, com taxas de sobrevivéncia sempre
superiores a 70% mesmo depois de submetidos as condi¢des simuladas do TGI.

A andlise sensorial demonstrou uma aceitacdo razoavel ao tipo de bebida
Kefir, e os provadores se mostraram mais satisfeitos com o Kefir de maracuja
amarelo. Do mesmo modo ocorreu ao ser avaliado o requisito intencdo de compra,

cujo resultado apesar de insatisfatério favoreceu o maracuja amarelo.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO — PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
“INFLUENCIA DE DUAS ESPECIES DE MARACUJA SOBRE A VIABILIDADE,
PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E SENSORIAIS DURANTE O ESTOQUE DO
KEFIR”, que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Roberta Maria
Lins Mendes, Endereco: Rua Coronel Urbano Ribeiro de Sena, 1039, apt. 201,
Cajueiro, Recife — PE, e-mail: betinha mendess@hotmail.com, Fone:(81)
999240710 orientado pela Prof. Dra. Ester Ribeiro Gouveia, Fone:
(81)997045404, e-mail: esterribeiro1971@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que nao Ihe sejam
compreensiveis, as duavidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe
entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados,
caso concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine
ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe serd entregue e a
outra ficard com o pesquisador responsavel.

Caso nédo concorde, ndo havera penalizacdo, bem como ser& possivel retirar
0 consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

A referida pesquisa tem como objetivo avaliar a influéncia do tipo de Maracuja
na elaboracdo de um Kefir (bebida probidtica, ou seja, apresenta micro-organismos
em sua composi¢cao que proporcionam beneficios a saude do hospedeiro) quanto a
sobrevivéncia de bactérias e de leveduras, parametros fisico-quimicos e sensoriais
durante o estoque.

Nesta fase do estudo seré realizada a analise sensorial que consistird na
degustacdo de amostras dos produtos, onde o participante sera convidado a expor
sua opinido através de escalas hedbnicas para avaliar aceitagdo e intencdo de
compra do Kefir. Esta analise contribuira para avaliar além destes critérios, o
periodo de estoque ideal e condicdes favoraveis de armazenamento. OS riscos
inerentes a execucdo desta etapa sdo minimos, entretanto, caso o0 voluntario
apresente alguma alergia aos constituintes do Kefir, por motivos de seguranca é
preferivel que nado participe da pesquisa. A elaboracdo desta bebida probiotica
proporcionara beneficios superiores aos possiveis riscos relacionados a sua
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producdo, além da contribuicdo cientifica para uma maior compreensao sobre o
tema proposto, o produto final fornecera resultados que possam colaborar para o
desenvolvimento de um alimento funcional que ird contribuir para a saude dos
consumidores no futuro.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (questionario de
satisfacdo) ficardo armazenados em pastas de arquivos, e posteriormente tabulados
no computador de propriedade do pesquisador, sob a responsabilidade do mesmo
no enderegco Rua Coronel Urbano Ribeiro de Sena, 1039, apt. 201, Cajueiro, Recife
— PE, CEP: 52221-045, pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de
danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme
decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
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
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail:
cepccs@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 dudvidas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo “INFLUENCIA DE
DUAS ESPECIES DE MARACUJA SOBRE A VIABILIDADE, PARAMETROS
FISICO-QUIMICOS E SENSORIAIS DURANTE O ESTOQUE DO KEFIR” como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador
(a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.
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Local e data:

Impressao
Assinatura do participante: digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a
equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B - Formulério de Pesquisa - Andlise Sensorial

NOME: SEXO: IDADE:

PROVE cada amostra e utilizando a escala abaixo avalie o quanto vocé gostou ou
desgostou de cada amostra DE UM MODO GERAL.:

9 | Gostei extremamente (adorei)

8 | Gostei muito

7 | Gostei moderadamente

6 | Gostei ligeiramente

5 | Nem gostei/nem desgostei

4 | Desgostei ligeiramente

3 | Desgostei moderadamente

2 | Desgostei muito

1 | Desgostei extremamente (detestei)

Amostra Pontuacéao
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PROVE cada amostra e utilizando a escala abaixo avalie a sua intencdo de compra
do produto, ou seja, caso 0 produto estivesse a venda qual o grau de certeza que

vocé compraria ou ndo cada produto:

7 | Compraria muito frequentemente

6 | Compraria frequentemente

5 | Compraria

4 | Compraria se estivesse acessivel

3 | Nao compraria

2 | Compraria se nao tivesse outro

1 | Nunca compraria

Amostra Pontuacgéo
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ANEXO 2 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

CEP

= e

PERNAMBUCO CENTRO DE '%"mm mea

ﬁ UNIVERSIDADE FEDERAL DE
o CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DO TIFO DE MARACUJA SOBRE A VIABILIDADE COMERCIAL DO
KEFIR DESTE FRUTO DURANTE O ESTOQUE

Pesquisador: ROBERTA MARIA LINS MENDES

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 71328517.3.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Financiaments Prépric

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 2.264.437

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de Dissertagao de mestrado, da aluna do Programa de Pos-graduagao ROBERTA MARIA LINS
MEMNDES, sob orientagdo da profa. Dra. ESTER RIBEIRO GOUVELA.

Objetive da Pesquisa:

PRIMARIO: Awaliar a influéneia do tipo de Maracuja na elaboragio de um kefir comercial gquanto 3
sobrevivéncia de bactéras e de leveduras, pardmetros fisico-quimices & sensorais durante o estoque.
SECUNDARIO: Comparar a viabilidade de bactérias e leveduras, o teor de acidos orginicos. de
carboidratos e de etanol, durants os estoques do Kefir do Maracuja da Caatinga e do Kefir do Maracuja
Amarelo;-Investigar a sobrevivéncia de bactérias e leveduras sob as condigdes simuladas do trato
gastrointestinal, durante o estoque de ambas bebidas probidteas;-Realizar analises sensoriais, ao final do
estoque, para cada tipo de Kefir de maracuja.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

RISCOS — Desconforio sensorial a0 degustar o produto. Serdo tomados os devidos cuidados para mimimizar
possiveis adversidades.

BEMEFICIOS: A elaboragao desta bebida probidtica proporcionara beneficios superiores aos possiveis
riscos relacionados 3 sua produgSo, além da contribuicdo cientifica para uma maior

Ensdere0: Mv. da Engenfearia =in? - 1¥ andar, saly 4, Prédlo do Cenfro de Cédncias da Sadde
Babro:  Chisde Uinhversitdrs CEP: cp.740-£00
UF: FE Muniaiplo: RECIFE

Telefone:  (51)2125-8588 E-mall: cepocsufoer
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compreens3o sobre o tema proposto, o produto final fomecera resultados que possam colaborar para o
desenvolvimento de um alimento funcional que ira contribuir para a satde dos consumidores no futuro.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A elaberacio do produto sera realizada na empresa BioLogicus, localizada na Avenida Afonse Olindense,
72, Varzea, Recife-PE. As demais efapas do presente estudo ocomer3o no Laboratonio de Bioprocessos e
Bioprodutos (Departamento de Antibiotices) e no Laboratorio de Experimentagao e Analise de Alimentos
{Departamento de Nufricao). ambos localizados na UFPE. As maténas primas serao cbiidas atraveés de
doagdo das cooperativas produtoras das frutas ou atraves de compra. Os demais materiais (equipamentos,
reagentes & outros) |3 estao disponiveis no laboratorio onde serao realizadas as analises, ou serac
adquiridos pelos proprios pesguisadores que se responsabilizarao pelos custos. Os maracujas recebidos
ser3o previamente selecionados de acordo com suas caracteristicas fisicas e sensoriais (cor, danos fisicos,
grau de maturagac. qualidade da casca), serdo devidamente higenizados e posteriormente manipulados
para a refirada da polpa. O fruto sera cortado utiizando faca de ago inoxidavel & com auxilio de uma peneira
sera separada a polpa das sementes. As cascas & sementes serao descartadas. A polpa oblida sera
adicionada dos demais componentes: agua, aglcar demerara (10%) e suco de lim3o (aproximadamente 5
mL para 1 litro produzido). Posteriormente serdo adicionados os graos de kefir para que ocorra a
fermentacae durante 24 horas a 25°C. Amostras com 24 horas serdo submetidas as analises de pH, *Brix,
carboidratos, acidos organicos. viabilidade de bacterias e leveduras e sobrevivéncia destes micro-
erganismos na simulagdo do rate gastrointestinal. As duas versdes do Kefir produzidas serao ammazenadas
em recipientes hemmeticamente fechados em sua embalagem onginal, sob temperatura de refrigeracio (no
maximo 4 “C) até o momento das analises. Ambas as condigdes serao analisadas no inicio do estogue,
apos 15 e 30 dias, nos seguintes parametros: Viabilidade celular, Sobrevivéncia dos microrganismos em
condigdes gastrintestinais simuladas, Teor de Acidos organicos, etanol, e carboidratos, através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia & ao final do Estoque, apds analise microbiologica, sera realizada
Anzlise Sensorial. A andise sensorial serd iniciada apds aprovacio do presente estudo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFPE. Sera realizada a0 final do tempo de estoque (30 dias) com ambos os tipos de kefir
de maracuja. Os 120 voluntarios serdo orientados a ler atentamente o Termo Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A), & os pesquisadores deverao esclarecer todas as dividas referentes a execugao
do teste, contribuindo para que o participante tenha seguranca durante a execucdo e que ocoma o minime
de perdas possiveis. As amosiras serao

Emdene0; Av. da Engenfaria v - 1¥ andar, salka 4, Prédio do Cenfro de C¥ncias da Salde
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avaliadas por meio de testes de aceitagao & inten¢do de compra, uflzando duas escalas hedonicas, a
primeia de nove pontos variando de 1 (n3o gostei muite) 3 8 (gostei extremamente), a segunda de 7 pontos
variando de 1 (nunca compraria) a 7 (compraria muito frequentemente). O produto sera avaliado por 120
provadores nao treinades (estudantes, professores e funcionanos da UFPE) na faxa etaria entre 18 e 45
anos. As amosiras serao servidas na temperatura de 4°C aproximadamente, em copos descartaveis
numericamente codificados. Agua mineral ser3 fomecida aos voluntirios para limpar o seu paladar entre a
degustacio das amostras.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termas obrigatonios foram apresentados e estio adequados.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendencias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
queaAF‘HG'l..’.ﬂu;o;.ﬂ DEFIMITIVA do projete 50 sera dada apos o envie da Metificagao com o Relatonio Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatoric Final para envia-lo via
“Motificacao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link "Para enviar Relatorio Final”, disponivel no
site do CEF/LIFPE. Apos apreciagae desse relatorio, o CEP emitira nove Parecer Consubstanciado defintive
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamaes, ainda, que o (3} pesquisador (a) deve desenvolver 3 pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto 3o voluntaro participante (ilem V.3,
da HEEdugiﬂ CHSMS N 288/12).

Ewentuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solictadas atraves de EMENDA ao projeto, identficando
a parte do protocolo 3 ser modificada e suas justficativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao. € cbrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatdrios parciais das atividades deservolvidas no
periode de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item ¥_1.3b., da Resclugae CNS/MS N° 466/12).
1 CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
nomal do estudo (item V.5., da Resclugae CNS/MS N° 488/12). E papel dofa pesquisador’a assegurar
todas as medidas mediatas e adequadas frents a evento adverso grave ocomidoe (mesmo
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que tenha side em outro centro) € ainda, enviar notificagdo 3 ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, junto com seu posicicnamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Infuma;:ie*s Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS DD P | 1700712017 Acaito
do Projeto ROJETD ’éﬂ12'-1EI.p-:If Or-52-18
Frogeto Detalhado | | projetocompletocep. doc Tr0r2017 |ROBERTAMERIA | Aceito
Brochura 074352  |LINS MEMDES
Investigador
Folha de Rosto folhaderostodoe. docx 13072017 |ROBERTA MARIA Acsito
08:5248 |LINS MEMDES

Dwtros lattesmberta pdf 110712017 |ROBERTA MARIA Acsito
22:5848 |LINS MEMDES

Outros cartadeanuencia JPG 110712017 |ROBERTA MARIA Acsito
22:58:10 | LINS MENDES

Dwtros comprovantematnicula.doc 11072017 |ROBERTA MARIA Acsito
225430 |LINS MEMDES

Outros lattesonentador. pdf 110712017 |ROBERTA MARIA Acaito
22:5331 |LINS MENDES

TCLE [ Temos de  [iclemaiores 1B.doc 112077 [ROBERTA MARTA Acaito

Assentimento | 225132 |LINS MEMNDES

Justificativa de

Ausénicia

Declaragao de termiadeconfidencialidade JPG 110712017 |ROBERTA MARIA Acsito

Pesquisadores 224873 | LINS MENDES

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

RECIFE. 08 de Setembro de 2017

Assinado por:

LUCIAND TAVARES MONTENEGROD

(Coordenador)
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