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RESUMO

O Kefir é um leite fermentado que pode apresentar propriedades funcionais, dentre as quais
estdo a regulacdo intestinal e aumento da resisténcia imunologica. A adi¢do de uma fruta,
como o acai, ao Kefir pode agregar valor nutricional e sensorial ao produto. Diante do
exposto, esta pesquisa visou elaborar leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai,
avaliando sua aceitacdo sensorial e estabilidade. O Kefir foi elaborado a partir de leite UHT
integral, fermentado por meio dos graos de Kefir, adicionado de diferentes concentragdes de
polpa de agai e sacarose. As formulagdes de Kefir foram determinadas por meio de
planejamento fatorial 2* contendo quatro ensaios fatoriais em dois niveis com o ensaio central
repetido trés vezes. Deste planejamento as varidveis independentes foram o tempo de
fermentacdo (24 e 48 h) e a concentragdo de polpa (10% e 30%) e as variaveis dependentes: a
acidez e viscosidade. Nas matérias-primas ¢ no Kefir com polpa de acai foram avaliados os
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, assim como as caracteristicas sensoriais € a
estabilidade do produto final. Os resultados das andlises fisico-quimicas e sensoriais foram
submetidos ao tratamento estatistico através da analise de variancia (ANOVA) e as médias
obtidas foram comparadas através do teste de Tukey. Os parametros fisico-quimicos dos
produtos elaborados atenderam as especificagdes legais exigidas. A avaliacdo sensorial
mostrou que as formulagdes foram aceitas para todos os atributos avaliados ndo havendo
diferenca significativa, (p < 0,05 %), na preferéncia e aceitacdo das amostras, exceto para
aroma e consisténcia. As amostras apresentaram boa intencdo de compra pelos potenciais
consumidores. Os tempos de fermentagdo (24 e 36h) e a concentracdo de polpa de agai (20%)
propiciaram a obten¢do de um leite fermentado com acidez, consisténcia e sabor de agai
adequados para o consumo. O periodo de armazenamento estudado em 45 dias demonstrou
que as formulagdes elaboradas apresentaram estabilidade microbioldgica e fisico-quimica.
Portanto, os leites fermentados Kefir elaborados sdo produtos novos para o mercado
brasileiro, com potencial probidtico, boa aceitagdo sensorial, com atitude positiva de
aquisicao pelos consumidores e maior estabilidade que os demais leites fermentados.

Palavras-chave: Kefir. Alimento funcional. Acai.



ABSTRACT

Kefir is a fermented milk that may exhibit functional properties, such as intestinal regulation
and increased immune resistance. The addition of a fruit, such as acai, to Kefir can add
nutritional and sensory value to the product. Considering the above, this research aimed to
elaborate fermented Kefir milk added with agai pulp, evaluating its sensorial acceptance and
stability. Kefir was made from whole UHT milk, fermented through Kefir grains, added with
different concentrations of acai pulp and sucrose. Kefir formulations were determined by
factorial design 22 containing four factorial assays at two levels with the central assay
repeated three times. From this planning the independent variables were the fermentation
time (24 and 48 h) and the pulp concentration (10% and 30%) and the dependent variables:
acidity and viscosity. The physical-chemical and microbiological parameters, as well as the
sensorial characteristics and the stability of the final product were evaluated in the raw
materials and Kefir with acai pulp. The results of the physical-chemical and sensorial
analyzes were submitted to statistical treatment through analysis of variance (ANOVA) and
the averages obtained were compared through the Tukey test. The physico-chemical
parameters of the products elaborated met the legal specifications required. The sensorial
evaluation showed that the formulations were accepted for all attributes evaluated, with no
significant difference (p <0.05%) in the preference and acceptance of the samples, except for
aroma and consistency. The samples had a good intention of purchase by the potential
consumers. Fermentation times (24 and 36 hours) and acai pulp concentration (20%) led to
the production of a fermented milk with acidity, consistency and agai taste suitable for
consumption. The storage period studied in 45 days showed that the elaborated formulations
showed microbiological and physicochemical stability. Therefore, the elaborated Kefir
fermented milks are new products for the Brazilian market, with probiotic potential, good
sensorial acceptance, with positive attitude of acquisition by the consumers and greater

stability than the other fermented milks.

Keywords: Kefir. Functional food. Acai.
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1 INTRODUCAO

As exigéncias e tendéncias dos consumidores na questdo alimentar tem se
modificado, aumentando a busca por alimentos saudaveis, com propriedades funcionais,
caracteristicas sensoriais atraentes € com maior praticidade. Diante dessa realidade, algumas
industrias de alimentos tém buscado atender essa demanda, difundindo estas propriedades em
leites fermentados.

O Kefir é um leite fermentado pela microbiota presente em uma estrutura de
polissacarideo denominada Kefirano na qual compde os graos de Kefir. Dentro destes
encontram-se bactérias 4cido laticas, que podem ser probidticas, por apresentarem
propriedades funcionais, que promovem beneficios na regulacdo intestinal humana, assim

como efeitos imunologicos e antagdnicos, resultando em um aumento da resisténcia contra
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patégenos (COSTA et al, 2013, SANTOS; BASSO, 2013). Além disso, esses
microrganismos estimulam a multiplicacdo de bactérias que beneficiam o ser humano,
aumentando os mecanismos naturais de defesa do organismo (CAETANO; MONTANHINE,
2014).

A  microbiota dos graos promove no leite uma dupla fermentacdo
(WESCHENFELDER et al., 2011) que sdo responsaveis por proporcionar maior
digestibilidade, aroma e sabor especificos no produto final.

O 4cido latico e outros compostos produzidos durantes as fermentagdes agem
como conservantes naturais (WESCHENFELDER et al., 2011) o que pode influenciar na
estabilidade do Kefir e proporcionar, biologicamente, maior seguranca. Além disso, existem
relatos cientificos que comprovam atividade antitumoral (LIU; MOON, 2002), angiogénica,
antiinflamatéria (PADRO et al. , 2016) e cicatrizantes (HUSEINI ez al., 2012).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
determina que o Kefir, deve possuir acidez em percentagem de 4cido latico menor que 1% e
conteudo de etanol entre 0,5 e 1,5%, contagem de bactérias laticas totais de no minimo 10’
UFC/g e de leveduras especificas de no minimo 10* UFC/g (BRASIL, 2007). Em relagdo aos
padrdes microbiologicos, a Resolugdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia de
Vigilancia Sanitéria estabelece que leites fermentados com ou sem adig¢des, resfriados, e com
bactérias laticas viaveis, ndo poderd apresentar quantidades de coliformes termotolerantes
(45°C) superiores a 10 UFC/g (BRASIL, 2001).

Devido as propriedades funcionais mencionadas, o Kefir ¢ fabricado em alguns
paises da Europa e EUA, mas no Brasil sua produgdo ainda ¢ artesanal, sendo os graos, por
apresentarem multiplicacdo rapida, repassados de pessoa para pessoa (LEITE et al., 2013b).
Diante desta realidade, a adigdo de frutas pode tornar o Kefir um produto mais atrativo, assim
como auxiliar na populacao desse produto.

A proposta do trabalho foi adicionar polpa de agai ao Kefir, pois o acai ¢ um fruto
brasileiro com crescente comercializagdo e consumo. Sua polpa tem sido estudada em fungao
de seu valor nutritivo e sensorial, além de ser considerada como um alimento funcional
devido ao seu conteudo elevado de antocianinas. Estas sdo compostas com propriedades
antioxidantes, as quais apresentam caracteristicas farmacoldgicas e medicinais que previnem
a oxidagdo de proteinas de baixa densidade e doencas neurologicas (MENEZES et al., 2011).

O fruto também possui boa fonte de carboidratos, proteinas, minerais, vitaminas e
fibras (PORTINHO, ZIMMERMANN; BRUCK, 2012), as quais auxiliam no bom
funcionamento do transito intestinal e na promocgao da satide, uma vez que podem ajudar a
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reduzir o colesterol sanguineo e o risco de desenvolvimento de certos tipos de céncer
(OLIVEIRA; COSTA; ROCHA, 2015).

A adicao desta fruta no leite fermentado Kefir poderd aumentar o conteudo
nutricional e agregar valor ao produto devido o agai possuir coloracdo marcante o que pode
tornar o Kefir mais atraente aos consumidores.

Esse estudo teve como objetivo geral elaborar leite fermentado Kefir adicionado
de polpa de agai, avaliar a aceitacdo sensorial e a estabilidade do produto. Para complementar
o estudo, os objetivos especificos foram, verificar a influéncia do tempo de fermentagdo e
concentracdo de polpa de agai nas caracteristicas fisico-quimicos do Kefir; avaliar o efeito do
tempo de fermentagdo e da concentragdo de polpa de agai na aceita¢do sensorial do produto e
determinar a estabilidade do produto armazenado sob resfriamento (10°C) por um periodo de

tempo de 0, 17, 30 e 45 dias.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentos Funcionais

A sociedade contemporanea, no decorrer dos anos, tem se tornado mais exigente,
em relacdo a busca por qualidade de vida, o que leva a mudancas seu modo de viver.
Recentemente vem-se aumentando a procura por alimentos mais nutritivos, com menores
concentragdes de aditivos quimicos e que possam contribuir para o bom funcionamento do
organismo humano. Tais caracteristicas se adequaram na categoria, hoje conhecida, como
alimentos funcionais (WENDLING; WESCHENFELDER, 2013).

De acordo com Baptista et al (2013), a defini¢do de alimento funcional estd
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relacionada a presenga de componentes alimentares a saide, permitindo acrescentar a
alegagdo de efeito benéfico que se espera obter com o consumo didrio. Tais alimentos devem
ser incluidos na alimentagdo como parte de uma dieta saudavel.

Na legislagdo brasileira ha uma alegacdo de propriedades funcionais para
alimento funcional na qual se encontra um regulamento técnico que estabelece as diretrizes
basicas para andlise e comprovacao de propriedades funcionais e ou de satde alegadas na
rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999). Estas propriedades t€ém que ser comprovadas junto
as autoridades competentes, quanto ao registro do alimento ou do novo rotulo (OLIVEIRA et
al., 2002). Segundo Vidal et al., (2012) alimentos funcionais devem ser consumidos,
preferencialmente, em sua forma original, dentro de um padrdo alimentar normal, de forma
que possam demonstrar o seu real beneficio.

O enriquecimento de componentes com atividade reconhecidamente benéfica a
satide, como célcio e vitaminas, constituam os alimentos funcionais de primeira geracdo. Nos
ultimos anos, por outro lado, esse conceito voltou-se principalmente para os compostos
bioativos alimentares, que podem exercer efeito benéfico sobre a composi¢do da microbiota

intestinal, dentre os quais se destacam os probidticos (OLIVEIRA et al., 2002).

2.2 Probiodticos

Os probiodticos sao organismos vivos que quando ingeridos em quantidade
adequada exercem equilibrio no balango da flora bacteriana intestinal da pessoa que os
consome (GON, 2014). Estes microrganismos sdo capazes, quando administrados em
quantidades e frequéncia adequadas, de conferir beneficios a saide do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001).

A influéncia benéfica dos probioticos sobre a microbiota intestinal humana inclui
fatores como efeitos antagdnicos, competicdo e efeitos imunologicos, resultando em um
aumento da resisténcia contra patogenos (COSTA et al., 2013). A utilizacdo de culturas
bacterianas probidticas estimula a multiplicacdo de bactérias benéficas em detrimento a
proliferagdo de bactérias potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de
defesa do organismo (CAETANO; MONTANHINE, 2014).

Para ser considerado probidtico, o microrganismo devera preencher certos
critérios em relacdo a sua origem, seguranca, resisténcia a acido gatrico, bile e ser capaz de se
fixar na parede do intestino, entre outros, bem como atender a aspectos tecnoldgicos, como
resistir ao processamento (ROCHA et al., 2014; NOBREGA, 2014; RODRIGUES, 2015),
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além de apresentar as propriedades funcionais ja citadas. De acordo com Ouwehand et al.
(2002) para o probiotico resistir & passagem pelo Trato gastrointestinal (TGI) seria
necessario, no minimo, a ingestdo de 10° unidades formadoras de col6nias (UFC)/g ou mL
por porcao de 80 mL. No entanto, esta recomendacao nao tem sido considerada um padrao ja
que a associacao de leites fermentados e bebidas lacteas do Japao recomendam um consumo
minimo de 10®* UFC/g ou mL por por¢ido de 80 mL (FARNWORTH, 2008).

A necessidade de ingerir um grande numero de microrganismos probidticos ¢
preconizada para garantir que um numero adequado de microrganismos sobreviventes
alcance seus sitios de agdo no TGI inferior (FARNWORTH, 2008).

Os microrganismos utilizados como probidticos sdo usualmente componentes
ndo-patogénicos da microbiota humana, tais como bactérias produtoras de éacido lactico,
como destaque para Lactobacillus, Bifidobacterium (GALINA et al., 2012), Pediococcus,
Leuconostoc, e alguns Streptococcus; ¢ a levedura: Saccharomyces boulardii (BARBOSA et
al., 2006).

Observa-se que os microrganismos probidticos vém sendo adicionados em varios
produtos que estdo disponiveis no mercado para os consumidores, entretanto, o leite
fermentado ¢ o veiculo popular mais usado na industria a fim de introduzir esta microbiota
em humanos (GALLINA et al. , 2012; MARQUES, 2012). Dentre os leites fermentados, o
Kefir, por apresentar um aglomerado de microrganismos vivendo em simbiose dentro de
graos, vem sendo alvo de pesquisas com a finalidade de atestar o potencial probidtico desta
bebida (LEITE et al., 2013a; LEITE et al., 2013b; LEITE et al., 2012; PAWLOS et al., 2016;
COSTA et al., 2013, SANTOS; BASSO, 2013).

2.3 Leites Fermentados

O leite fermentado surgiu acidentalmente quando ndmades estocaram pela
primeira vez o leite proveniente da ordenha em sacolas feitas de estdomago de bode,
favorecendo a proliferagdo de bactérias que modificaram a sua estrutura (COSTA et al.,
2013). Esta modificacao foi chamada de fermentagao, a qual consiste no processo metabolico
onde carboidratos e compostos relacionados sdo parcialmente oxidados, resultando em
liberagdo de energia, sem qualquer aceptor de elétrons externos (COSTA et al., 2013).
Segundo Tamime (2002) a fermentagdo ¢ um dos métodos mais antigos € que pode ser
utilizado para prolongar a vida util do leite e o seu emprego tornou-se comum apods ser
observado que além do maior tempo de conservagao, os produtos fermentados apresentavam
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também melhor valor nutricional em relagao ao alimento ndo fermentado (FARNWORTH,
2005; MARTINS, 20006).

Acredita-se que os leites fermentados podem apresentar propriedades terapéuticas
por terem, em sua composi¢do, microrganismos probioticos que demonstram efeitos
bioquimicos sobre os nutrientes do leite e efeitos fisioldgicos sobre o consumidor (GALLINA

etal.,2012).

2.4 Kefir

Kefir ¢ um leite fermentado, de facil preparo e economicamente acessivel
(SANTOS; BASSO, 2013). E considerado um alimento funcional e possui consisténcia
cremosa, devido a acdo de uma microbiota presente nos grdos que lhe dao origem
(MONTANUCI, 2010). Um dos relatos mais aceitos sobre a origem do Kefir ¢ que ele era o
produto da estocagem do leite de cabra ou de ovelha em odres de barro, acrescentado de
fragmentos de estomago de carneiro ou veado. Essa mistura era agitada de tempos em tempos
até a sua coagulacdo. Apdés o consumo da coalhada formada, sem limpeza prévia do
recipiente, acrescentava-se mais leite e esperava-se novamente sua coagulacao. Esse processo
repetitivo deixava uma crosta nas paredes do odre, a qual era constituida em grande parte por
um aglomerado de microrganismos vivos com aparéncia de couve-flor, que se adaptavam ao
meio e nele se propagavam (WESCHENFELDER, 2016; LIU; MOON, 2002).

Segundo Leite et al. (2013a) a bebida Kefir ¢ um produto oriundo de uma dupla
fermentagdo. Durante a fermentagdo latica, a temperatura ambiente (25 — 35° C), ocorre uma
proteolise do leite, na qual as proteinas sdo desdobradas em peptideos menores, levando ao
acumulo de aminoacidos. A hidrélise parcial da proteina torna a bebida de mais facil digestao
quando comparada ao leite que lhe deu origem. Na fase de maturagdo, a temperatura de
refrigeracdo, ao mesmo tempo em que o alcool e o CO, sdo produzidos, acontece o acumulo
de vitaminas do complexo B que sdo caracteristicos do metabolismo das leveduras presentes
no processo (SANTOS et al., 2012). Em consequéncia, o Kefir apresenta boas concentracdes
de 4cidos latico, acético e gluconico, etanol, vitamina B,, gds carbonico e polissacarideos,
que lhe conferem caracteristicas sensoriais bem peculiares (WESCHENFELDER et al., 2011;
LEITE et al., 2013b; LEITE et al., 2012).

De acordo com Leite et al. (2013a), Leite et al. (2013b) e Weschenfelder (2016)
no Brasil nao hé a comercializagao de Kefir sendo o seu consumo ainda caseiro € o principal
obstaculo para ampliacdo da producdo ¢ a dificuldade de padronizagdo do produto, uma vez
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que a constituigdo microbiologica varidavel dos graos de Kefir pode resultar em leites
fermentados com caracteristicas distintas entre um lote e outro, apresentando-se como um
entrave para a comercializacdo. No entanto, a bebida tem sido comercializada em muitos
paises como Russia, Canada, Alemanha, Suécia e Roménia.

O Kefir pode ser considerado biologicamente seguro, devido a acdo das bactérias
acido laticas presentes nos graos que hidrolisam a lactose e produzem acido latico, o qual age
como um conservante natural (LEITE etz al., 2013b; WESCHENFELDER et al., 2011). Além
disso, também tem sido comprovado seus efeitos probiodticos, atividade terapéutica contra o
carcinoma colorretal, retardo do desenvolvimento do cancro da mama (PAWLOS et al.,
2016), atividades antitumoral (LIU e MOON, 2002), angiogénica, anti flamatéria (PRADO et
al., 2016) e cicatrizantes (HUSEINI et al., 2012).

2.4.1 Graos de Kefir

Os graos de Kefir possuem formas irregulares e superficie multilobular, podem
variar em tamanho de 0,3 a 3 cm de didmetro, sdo amarelos ou esbranquigados, lembrando
pequenas couves-flores (LEITE et al., 2013b; WESCHENFELDER, 2009) e se multiplicam
conforme vao sendo cultivados.

Eles atuam em diversas matérias-primas, como leite de vaca, cabra, ovelha e
bufala, agiicar mascavo, sucos de frutas, extrato de soja, entre outras. A produgdo da bebida
ocorre diretamente pela adicdo dos graos no substrato de preferéncia, mas, em geral, o sabor e
o aroma do Kefir sdo resultados da atividade metabdlica simbidtica das bactérias e das
leveduras que os compdem (SANTOS et al., 2012).

Sao compostos de microrganismos entre os quais estao as bactérias acido lacticas
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, e Streptococcus spp.), bactérias acido acéticas
(Acetobacter) e leveduras (Kluyveromyces, Saccharomyces, Candida e Torula), misturadas a
caseina e agucares (PUERARI, MAGALHAES; SCHWAN, 2012). No entanto, a composi¢ao
populacional tende a variar de acordo com a origem dos graos como também com o método
de cultivo e substrato adicionado (LEITE et al., 2012).

Leite et al., (2013b), que fez uma revisdo das propriedades microbioldgicas,
tecnologicas e terapéuticas do Kefir, afirmou que devido a associagdo simbidtica microbiana
presente nos graos, ¢ dificil cultivar esses microrganismos porque quando isolados em
culturas puras eles nao se desenvolvem em leite ou tem diminui¢dao da sua bioatividade. Isso
quer dizer que mesmo com a presen¢a de todos os microrganismos e dos proprios graos, nao
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foi alcancada sua formagao espontanea em laboratorio. Novos graos de Kefir s se originam
da multiplicagdo ou da reparticao de grao pré-existentes (WESCHENFELDER, 2009).

A multiplicagdo ocorre, primeiramente, pelo o aumento de tamanho seguido pela
subdivisdo em novos graos, o que mantém o mesmo equilibrio microbioldgico presente
inicialmente. De acordo com Farnworthe (2005), o seu crescimento depende de muitos
fatores, por exemplo, os graos se desenvolvem mais rapidamente quando ndo sdo lavados;
quando ndo sdo pressionados na peneira ¢ quando o frasco de fermentacdo ¢é agitado
periodicamente durante o processo. Ja em operagdes comerciais ¢ recomendado que os graos
de Kefir sejam mantidos vidveis por propagacodes didrias, devendo ser substituidos caso os
microrganismos nao promovam mais a fermentacao do leite (FARNWORTH, 2005).

A estrutura dos graos de Kefir ¢ composta por uma matriz de polissacarideo
chamado Kefiran ou Kefirano, que ¢ produzido pelas bactérias acido lacticas
homofermentativas (ORDONEZ, 2005). O Kefiran ¢ uma solu¢io aquosa contendo
quantidades iguais de D-glucose e D-galactose, que atua como uma matriz sustentadora entre
diversos componentes do grio (LEITE et al,, 2013b; MAGALHAES, 2010), além disso, tem
acdo bactericida, antitumoral (PUERARI, MAGALHAES; SCHWAN, 2012), angiogénica e
antiflamatoria (PRADO et al., 2016).

2.4.2 Caracteristicas do Kefir

v" Quimicas

Os principais produtos formados durante a fermentacdo do Kefir sdo o 4cido
lactico, o CO, e o dalcool (OTLES; CAGINDI, 2003), cujas quantidades podem variar
conforme as matérias-primas, a microbiota, a idade dos graos e a tecnologia utilizada no
processamento.

Geralmente o Kefir apresenta as seguintes caracteristicas: 86,3 % de umidade, 0,8
% de 4cido latico; 0,08 a 2,0 % de alcool, 6,0 % de agucar, 4,5 % de proteina, 1,2 % de
cinzas, conteudo de gordura dependente do leite utilizado, pH entre 4,2 e 4,6;
(LIUTKEVICIUS; SARKINAS, 2004; SARKAR, 2007); textura macia, sabor acido e
picante, resultando numa bebida muito refrescante (BALDISSERA et al., 2011). Como o
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carboidrato presente no leite € a lactose, as quantidades de CO, e etanol produzidos durante a

fermentagao sao relativamente baixas (CARNEIRO, 2010).

v" Nutricionais

O Kefir contém minerais, vitaminas e aminodcidos essenciais que auxiliam no
tratamento e manutengio das fun¢des do corpo (CARNEIRO, 2010). E fonte de aminoacidos
essenciais, como triptofano, precursor do neurotransmissor serotonina, boa fonte de fosforo,
segundo mineral mais abundante no corpo, que auxilia na utilizacdo de carboidratos, lipideos
e proteinas para o crescimento celular, manuten¢do e energia (OTLES; CAGINDI, 2003).

A composic¢do de nutrientes ¢ determinada pelo tipo de leite e pela microbiota dos
graos. Kneifel; Mayer (1991) usaram 10 diferentes culturas de graos de Kefir e leites de vaca,
ovelha, cabra e égua e produziram Kefir em condi¢des de laboratorio. Eles observaram que a
concentragdo de vitaminas soliveis em dgua aumentou para igual ou mais que 20% em
tiamina (Kefir de leite de ovelha), piridoxina (Kefir de todas as espécies de leite, exceto de
leite de vaca) e acido folico (Kefir de todas as espécies de leite, exceto de leite de égua).
Fil’chakova; Koroleva, (1997) observaram que houve aumento no teor de proteina, quando os
graos de Kefir foram cultivados em soro de leite.

A presenca de Propionibacterium peterssoni € Propionibacterium pituitosuu
provocou uma diminui¢do no teor de vitamina BI12 da bebida, enquanto que
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii levou ao decréscimo de vitamina B12 e
acido folico e leve aumento de 4cido pantoténico e vitamina B6, evidenciando a influéncia da
microbiota na composic¢ao nutricional do Kefir (SARKAR, 2007).

Durante a fermentagdo do leite ha uma mudanga no perfil de aminoacidos, que
leva a um aumento da quantidade de treonina, serina, alanina, lisina ¢ amonia no Kefir
(SARKAR, 2007).

A composi¢ao quimica e nutricional do Kefir ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos valores nutricionais do leite fermentado Kefir

Componentes 100 g Componentes 100 g
Energia 65 kcal  Contetido mineral (g)

Gordura (%) 3,5 Calcio 0,12

Proteina (%) 3,3 Fosforo 0,10

Lactose (%) 4,0 Magnésio 12,0
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Umidade (%) 87,5 Potassio 0,15

Sodio 0,05
Acidez do leite (g) 0,8 Cloreto 0,10
Alcool (g) 0,9
Acido latico (g) 1.0 Elementos tragos
Colesterol (mg) 13,0 Ferro (mg) 0,05
Aminoacidos essenciais (g) Molibdénio (png) 5,5
Triptofano 0,05 Manganés (ug) 5,0
Fenilalanina + Tirosina 0,35 Zinco (mg) 0,36
Leucina 0,34
Isoleucina 0,21 Compostos aromaticos
Treonina 0,17 Acetaldeido
Metionina + cisteina 0,12 Diacetil
Lisina 0,27 Acetona
Valina 0,22
Vitaminas (mg)
A 0,06 Complexo B 1,21
C 1,0 E 0,11

Fonte: Otles; Cagindi (2003).

v Microbiologicas

A bebida Kefir contém bactérias acido laticas (BAL) fisiologicamente distintas
que geralmente sao descritas como gram-positivas, com morfologia de cocos ndo esporulados
ou bastonetes, pertencentes aos géneros Lactobacillus, tais como L. delbrueckii
subespécie Bulgaricus, L. Helveticus, L. Kefiranofaciens subespécie Kefiranofaciens, L.
Kefiranofaciens subespécie Kefirgranum e L. acidophilus, Lactococcus, Tais como L. lactis
subespécie Lactis e L. lactis subespécie Cremoris; Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus
(LEITE et al., 2012; MAGALHAES, 2010).

Elas sdo de grande importancia na conservacgao de alimentos fermentados porque,
ao se multiplicarem, convertem o principal carboidrato do leite em acido latico, o que resulta
na diminui¢do do pH do meio, podendo também produzir bacteriocinas, as substancias que
possuem atividade antimicrobiana contra patégenos e deteriorantes (LEITE et al., 2013b;
LIMA, 2011), além de contribuirem para digestdo da lactose em individuos intolerantes a
esse carboidrato (FERNANDES, 2013).

Varias pesquisas indicam que a concentracdo dos microrganismos varia

consideravelmente nos graos de Kefir, na cultura mde e na bebida. Segundo Montanuci
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(2010) a variagdo da microbiota se deve a alguns fatores como, as condi¢des durante a
fermentagdo e a localizagdo dos microrganismos nos graos.

Os graos sdo compostos por cerca de 80% de Actococcus e Leuconostoc spp., 10-
15% de leveduras e 5-10% de lactobacilos. Enquanto os lactobacilos sdo responsaveis pela
producao de acido latico, as leveduras, incluindo espécies de Candida, Kluyveromyces e
Saccharomyces, produzem compostos que tornam a bebida peculiar (REIS, 2013).

Embora as bactérias sejam mais estudadas, as leveduras t€m um importante papel
na fabricagdo de leites fermentados, uma vez que modificam o meio criando condigdes para o
crescimento bacteriano e produzem metabolitos que contribuem com o sabor do Kefir

(FARNWORTH, 2005; VILJOEN, 2001).

2.5 Aspectos Legais

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites
Fermentados, leites fermentados sdo definidos como sendo os produtos adicionados ou nao
de outras substancias alimenticias, obtidas pela coagulacao e diminui¢ao do pH do leite, ou
reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentagdo latica mediante
acdo de cultivos de microrganismos especificos, os quais devem ser viaveis, ativos e
abundantes no produto final durante seu prazo de validade (BRASIL, 2007). logurte, leite
fermentado, leite acidofilo, Kefir, kumys e coalhada sao exemplos desse tipo de produto.

Kefir, especificamente, ¢ definido como um tipo de leite fermentado cuja
fermentagdo ¢ realizada com o cultivo 4cido latico elaborado com grdos de Kefir,
Lactobacillus Kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
producao de acido lactico, etanol e dioxido de carbono. Os graos de Kefir sdo constituidos
por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao
fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus e Saccharomyces cerevisae €
Saccharomyces exiguus) e lactobacillus casei, Bifidobacterium sp e Streptococcus salivarius
subsp thermophilus (BRASIL, 2007).

No Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados sao
descritos os requisitos fisico-quimicos para os leites fermentados. Em relacdo ao teor de
gordura esses produtos podem ser classificados como: com creme (minimo de 6%), integral
(3% a 5,9%), parcialmente desnatado (0,6% a 2,9%) e desnatado (maximo de 0,5%),
apresentando teor de proteina de no minimo 2,9% (BRASIL, 2007). O Kefir, particularmente,
deve possuir acidez em percentual de 4cido latico menor que 1% e contetido de etanol entre
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0,5% e 1,5%, além de contagem de bactérias laticas totais de no minimo 10" UFC/g e
contagem de leveduras especificas de no minimo 10* UFC/g (BRASIL, 2007). Em relagdo
aos critérios microbiologicos, o Regulamento Técnico sobre os Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos estabelece que para leite fermentado com ou sem adi¢des, refrigerado, € com
bactérias laticas viaveis a quantidade de coliforme termotolerante (45°C) nao deve ultrapassar

10 UFC/g (BRASIL, 2001).

2.6 Adicao de Frutas em Leites Fermentados

As frutas s@o conceituadas como fontes importantes de micro e macronutrientes,
podendo conter também outros componentes com propriedades bioativas, que podem
promovemr beneficios adicionais a saude e protegem o corpo humano contra diferentes
doengas cronicas (DEMBITSKY et al., 2011).

Ao longo dos anos, o setor agroindustrial tem desenvolvido novas tecnologias no
processamento de frutas para minimizar as perdas de produgdo, reduzir o impacto ambiental
de uma quantidade crescente de residuos agroindustriais gerados em todo o mundo e
aumentar a taxa de utilizagdo de alimentos (MELO et al, 2015).

Bebidas baseadas em frutas e derivados de leite estdo, atualmente, recebendo
atencdo consideravel devido ao potencial crescimento do seu mercado, pois além de
sensorialmente agradaveis, estas bebidas possuem elevado valor nutritivo (SANTOS et al.,
2008a). Na literatura ha diversos exemplos do desenvolvimento de leites fermentados
adicionados de frutas como manga (SANTOS et al., 2008b), goiaba (GALLINA et al., 2012)
e umbu (GARCIA; TRAVASSOS, 2012), entre outras.

2.7 Acai (Euterpe oleracea Mart)

O Brasil ¢ o principal produtor, consumidor e exportador do agai. Esse fruto ¢
comercializado e consumido pela populagdo local nas regidoes produtoras do Para, Maranhao,
Amapa, Acre e Rondonia (PORTINHO, ZIMMERMANN; BRUCK, 2012), sendo utilizado
como matéria-prima para a obten¢do do suco de acai (MENEZES et al., 2011).

O acai (Euterpe oleracea Mart) ¢ uma baga globosa, fibrosa com 0,5 cm de
diametro, de cor pardo-violdcea, contendo uma polpa oleaginosa e comestivel, a semente
possui o endocarpo duro e fibroso. Quando completamente maduro, € recoberto por uma capa
branca acinzentada (SANTOS et al., 2008a).
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A polpa do acai tem sido objeto de estudos em fungdo de seu valor nutritivo e
sensorial, além de ser considerada como um alimento funcional face ao seu rico conteudo de
antocianinas, compostos com propriedades antioxidantes, e por apresentar propriedades
farmacologicas e medicinais, incluindo anticarcinogénica, antiinflamatdria e antimicrobiana,
prevenindo a oxidacao de proteinas de baixa densidade, enfermidades cardiovasculares e
doencgas neurologicas (GARZON et al., 2017, COUTINHO et al, 2017, MENEZES;
TORRES; SRUR, 2008).

Além do alto teor de antocianinas, o acai ¢ uma importante fonte de lipidios,
carboidratos, proteinas, fibras, minerais (Mn, Fe, Zn, Cu, Cr) e vitaminas (PORTINHO,
ZIMMERMANN; BRUCK, 2012; SANTOS et al., 2008a).

Dentre os lipidios da polpa do agai destacam-se os acidos graxos essenciais
Omega 6 e Omega 9, que sdo responsaveis pela sensagdo gordurosa da polpa e lhe conferem
um alto valor energético (OLIVEIRA, COSTA; ROCHA, 2015).

Por ser rico em fibras, o agai ajuda no transito intestinal e na promog¢ao da satde,
uma vez que as fibras soliveis podem ajudar a reduzir o colesterol sanguineo e as fibras
insoliveis podem ajudar a reduzir o risco de desenvolvimento de certos tipos de céncer

(OLIVEIRA, COSTA; ROCHA, 2015).

2.8 Estabilidade de Leites Fermentados

A vida util ou vida de prateleira de um alimento se define como o tempo que
transcorre até que o produto se torne inaceitavel (POTTER; HOTCHKISS, 1999). Para
produtos probidticos, por exemplo, ela engloba desde a etapa de producdo e embalagem até o
momento em que o produto esteja com o prazo de validade vencido, ou seja, improprio para o
consumo (HUNGRIA; LONGO, 2009). De acordo com Sivieri; Oliveira et al. (2002), o
tempo geralmente estabelecido como ideal para vida util de bebidas lacteas ¢ 28 dias.

Segundo Gallina et al. (2012), a viabilidade e a estabilidade de culturas
probidticas € o principal desafio tecnoldgico para as industrias processadoras. Alimentos
probidticos devem conter linhagens especificas de micro-organismos probidticos € manter um
nivel apropriado de células vidveis durante o armazenamento do produto, sem interferir no
sabor e textura.
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Em bebidas fabricadas com adi¢cdo de microrganismos ¢ importante que eles se
mantenham viaveis durante a estocagem do produto. De acordo com Gallina et al. (2012),
valores de pH abaixo de 4 sdo prejudiciais para a maioria das cepas probidticas reduzindo
assim, a contagem das células viaveis de Lactobacillus. Outros fatores que podem acarretar
diminui¢do ou interferéncia na viabilidade de microrganismos probidticos sdo controle
inadequado da cultura, pontos falhos ou deficiéncia na manipulacio ou até mesmo condi¢des
de estocagem incorretas (HUNGRIA; LONGO, 2009).

Oliveira et al. (2002) estudando os aspectos tecnologicos de alimentos funcionais
contendo probiodticos observaram que as contagens de L. bulgaricus, L. acidophilus e L.
rhamnosus permaneceram estaveis apds 14 dias de armazenamento em temperatura de 4 °C
havendo alteragdo dos microrganismos no periodo de tempo apo6s 28 dias. Ramos et al.
(2013) ao estudarem a viabilidade de culturas probioticas em bebida lactea fermentada sabor
caja observaram que as formulagdes das bebidas avaliadas se mantiveram constantes quanto
ao pH e acidez durante o periodo de 28 dias de armazenamento, demonstrando que

possivelmente a polpa de caja tenha contribuido para o aumento da estabilidade.

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de pesquisa, do
Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara (UFC), da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE) Campus Fortaleza, localizados no

municipio de Fortaleza — CE.

3.1 Materiais

A matéria-prima e os ingredientes utilizados para a preparacdo de leite
fermentado Kefir adicionado de polpa de acai foram: leite UHT integral e agucar cristal,
graos de Kefir oriundos da regido de Toscana, Italia e que foram doados ao Laboratdrio de
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Laticinios, da Universidade Federal do Ceara (UFC) e polpa de acai pasteurizada, utilizada na
forma descongelada. O leite UHT integral, o agtcar cristal e a polpa de acai foram adquiridos
no comércio do municipio de Fortaleza.
3.2 Método
3.2.1 Ativacdo dos graos de Kefir

Para ativagdo dos graos de Kefir, 336 g dos graos de Kefir (FIGURA 1) mantidos

em Leite Desnatado Reconstituido (LDR)10%, foram separados com auxilio de peneira (aco

inoxidavel) e lavados com agua destilada, sendo o leite descartado.

Figura 1 — Graos de Kefir para ativacio

Fonte: Proprio autor (2017).

Em seguida, os graos foram inoculados em 400 mL de leite UHT integral e
mantidos a 25°C em estufa incubadora tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) por 24
horas. Este procedimento foi repetido cinco vezes com o intuito de aumentar a acdo dos
microrganismos dos graos, em seguida, os mesmos foram utilizados na produgdo do leite

fermentado conforme metodologia de Carvalho (2011) com adaptagdes.

3.2.2 Planejamento experimental do leite fermentado Kefir com adicdo de acai

Para claboracdo das formulagdes de leite fermentado Kefir, foi realizado
planejamento experimental onde foram variados o tempo de fermentagdo e a concentragdo de
polpa de acgai. Os niveis minimo e maximo do tempo de fermentagdo e da concentragdo de polpa
de acai foram estabelecidos com base nos limites legais, dados da literatura e testes preliminares

(TABELA 2).
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Tabela 2 — Niveis das variaveis independentes do planejamento experimental

Niveis
Variaveis independentes 1 0 1
Tempo de fermentagao (h) - X 24 36 48
Concentragao de polpa de agai (%) - X 10 20 30

Fonte: Proprio autor (2017).

Foi empregado o fatorial 2%, com ponto central repetido trés vezes, totalizando
sete ensaios (TABELA 3). Foi elaborada também uma formulagao controle (F8) com 24 h de
fermentacdo e 0 % de polpa de acai a fim de realizar comparagdo entre as amostras. Para
tanto o tempo de fermentacao da formulagdo (F8) foi determinado baseando-se em literaturas
onde o tempo de fermentagdo (24 h) ¢ o periodo mais utilizado para producdo de leite
fermentado Kefir (FIORDA et al, 2016; KAZAKOS et al., 2016; LEITE et al, 2013;
NURLIYANI et al., 2015; NOGUEIRA el al., 2016).

Os dados obtidos no planejamento experimental foram tratados estatisticamente
com auxilio do Protimiza Experimental Design. Aplicou-se a analise de variancia (ANOVA)
com o intuito de testar a adequag¢do dos modelos gerados através da avaliagdo do coeficiente

de determinac¢do (R?) e do teste F.

Tabela 3 - Ensaios do planejamento experimental do leite fermentado Kefir adicionado de

polpa de acai
Variaveis Codificadas Variaveis Reais
iy g
F -l -1 24 10
F2 -l ! 24 30
F3 0 0 36 20
F4 0 0 36 20
F5 0 0 36 20
Fé6 +1 -1 48 10
F7 +1 +1 48 30

Fonte: Proprio autor (2017).
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3.2.3 Elaboracdo do leite fermentado Kefir adicionado com polpa de acai

As formulagdes do leite fermentado foram processadas no Laboratério de
Laticinios, do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Ceara —
UFC (FIGURA 2).

O leite UHT integral foi inoculado com 2 % dos graos de Kefir previamente
ativados. A fermentacdo das formulagdes foram conduzidas em estufa incubadora tipo BOD a
25 °C nos tempos pré-estabelecidos. Durante a fermentacdo as amostras foram agitadas 4
vezes com o intuito de promover a dispersdao dos microrganismos do grao no leite. Os graos
de Kefir foram separados do leite fermentado com auxilio de peneira de aco inoxidavel,
lavados com agua destilada e preservados em LDR 10% sob resfriamento (4 °C). O leite
fermentado foi adicionado de sacarose (8 % p/v) e das concentragdes da polpa de acai, sendo
homogeneizado manualmente, por um minuto, com o auxilio de bastdo de vidro. O produto
foi distribuido em frascos de vidro de 250 mL (analises fisico-quimicas e microbioldgicas) e
em frascos de 1,5 Litros (andlise sensorial), previamente esterilizados, ¢ armazenados sob

resfriamento a 10 °C (SEMENIUC et al., 2016) com adaptacdes (FIGURA 2).

Figura 2 - Fluxograma da elaboragao do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai
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Fonte: Proprio autor (2017).

3.2.4 Analises fisico-quimicas

A determinacdo dos parametros fisico-quimicos foi realizada para caracterizacio
das matérias-primas e do Kefir adicionado com polpa de agai. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata nos Laboratérios da Universidade Federal do Ceara (UFC), da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) e do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Cearad (IFCE) Campus Fortaleza.

No leite foram avaliados pH (AOAC, 2016), Acidez Dornic (g de acido latico /
100g), Densidade (g/mL), Gordura (%), Extrato Seco Total (%), Extrato Seco
Desengordurado (%) e Indice Crioscopico (H°) segundo metodologias recomendadas pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Na polpa de agai foi determinado teores de Solidos Soluveis Totais (SST - %),
Acidez Total Titulavel (ATT - %), pH e Umidade (%), segundo metodologias recomendadas
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
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A determinagdo da atividade antioxidante total da polpa de acai foi realizada
através do método ABTS** segundo Re ef al. (1999). Para tal, foi obtido, primeiramente, o
extrato da amostra, para qual se pesou 2 g de polpa em tubos de falcon de 50 mL. Ao extrato
foi adicionado 20 mL de etanol (50 %) e realizado repouso por uma hora em ambiente escuro.
Essa mistura foi centrifugada a 15000 rpm por 15 minutos e filtrada em baldo volumétrico
ambar de 50 mL. O material retido na filtragao foi adicionado de 20 mL de acetona (70 %),
mantido em descanso por uma hora e submetido a centrifugacao em rotagao de 15000 rpm
por 15 min. Esse sobrenadante foi acrescentado ao que estava no baldo, o qual foi completado
com agua destilada até atingir os 50 mL e a atividade antioxidante foi determinada no extrato
da polpa.

A técnica baseia-se na producédo direta do radical croméforo ABTS*" de cor azul
esverdeada através da reagdo entre ABTS®" [2,2’-azino-bis-(acido 3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico)], e persulfato de potdssio. O decréscimo da absorbancia foi medida
espectrofotometricamente a 734 nm. Foi utilizada uma curva padrao da solu¢do padrao de
Trolox 2 mM como referéncia e os resultados foram expressos em pM Trolox/ g amostra.

As amostras de Kefir adicionadas com a polpa de acai foram analisadas quanto ao
pH, Acidez Total Titulavel (ATT - %), So6lidos Soluveis Totais (SST - %), Umidade (%),
Cinzas (%), Gordura (%), segundo metodologia do IAL (2008) e Proteina pelo método de
Kjeldahl (AOAC, 2016). A cor do produto foi analisada através do sistema de leitura dos
parametros CIELAB e a viscosidade foi determinada pelo viscosimetro, modelo DV2T
Viscometer com spindle RV/HA/HB-1, velocidade de 40 rpm, temperatura de 10 °C e sensor
ULA.

3.2.5 Analises microbiologicas

As analises microbiologicas foram realizadas nas matérias-primas (Kefir e polpa
de agai) e no produto final (leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai).

Na polpa de acai, foram realizadas andlises de contagem de coliformes
termotolerantes a 45°C, pela técnica do Nimero Mais Provavel com trés tubos (NMP/mL) e
pesquisa de Salmonella (UFC/g), de acordo com o que estabelece a Resolugdo RDC n°12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001), seguindo metodologia de Feng et
al. (2013) e Andrews et al. (2016), respectivamente, relatadas no Bacteriological Analytical

Manual — BAM da Food and Drug Administration — FDA.
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No leite fermentado Kefir e no Kefir adicionado de polpa de agai foi realizada
contagem de coliformes termotolerantes a 45°C, pela técnica do NMP com trés tubos
(NMP/mL) seguindo o que indica a Resolu¢do RDC n° 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) e metodologia descrita por Feng et al., 2013.

A contagem de bactérias 4acido laticas totais e de bolores e leveduras (UFC/g) foi
realizada conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2007), observando metodologias recomendadas pelo American Public Health
Association — APHA (1992).

3.2.6 Analise sensorial

O projeto foi enviado a0 Comité de Etica da Universidade Federal do Cears, e

apods a sua aprovagao realizou-se a analise sensorial as amostras.

Os testes de Aceitagdo foram realizados no Laboratério de Enologia do Instituto
de Cultura e Arte (ICA) da UFC, com 64 provadores nao treinados, convidados
aleatoriamente sem distingdo de sexo e idade entre 17 a 60 anos. A divulgacdo da analise
sensorial foi realizada por meio de cartazes afixados nos Blocos do Campus do Pici/UFC,
com abordagem direta aos alunos.

Antes da realizagdo dos testes, foi entregue um questionario a fim de avaliar o
perfil dos potenciais consumidores, arguindo sobre sua faixa etaria, sexo, escolaridade, o
quanto gostavam de leite fermentado e agai, frequéncia e forma de consumo de produtos
lacteos.

A apresentacdo das amostras foi realizada de forma monadica sequencial com as
formulacdes codificadas com numeros aleatorios de trés digitos e servidas em copos plésticos
descartaveis, em quantidade padronizada (15 mL), sob temperatura de resfriamento. Entre as
amostras avaliadas, foi fornecida dgua a temperatura ambiente para limpeza do palato. A
forma de apresentacdo das amostras de leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai
esta apresentada na Figura 3.

Foram aplicados trés testes: aceitacdo que avaliou a cor, aparéncia, aroma, sabor,
consisténcia e impressdo global por meio da Escala Hedonica estruturada com nove pontos
variando de 1 (desgostei muitissimo) a 9 (gostei muitissimo) segundo Garmus et al. (2016)
com adaptacoes. Um teste de idealidade do produto com o intuito de determinar o ponto ideal

para acidez, consisténcia e sabor de acai através da Escala do Ideal composta de valores
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minimos (-1, +1: “ligeiramente menos ou mais forte”), valores maximos (-4, +4:
“extremamente menos ou mais forte”’) e um valor ideal (0) (DUTCOSKY, 2013; MINIM,
2013). J& o terceiro teste foi a intencdo de compra estruturada de 1 (certamente ndo

compraria) a 5 (certamente compraria) (DUTCOSKY, 2013; MINIM, 2013).

Figura 3- Apresentacdo das amostras de leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai

Fonte: Proprio autor (2017).

3.2.7 Andlise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicos e sensoriais receberam tratamento
estatistico através do teste de Analise de Varidncia — ANOVA para determinagdo de
significancia estatistica dos resultados através do auxilio do software Protimiza Experimental
Design (PROTIMIZA, 2014). As médias obtidas para as amostras de Kefir adicionado de
polpa de acai foram comparadas através do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5 %

e os dados foram tratados com o auxilio do software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2007).

3.2.8 Avaliacdo da estabilidade durante o armazenamento

A estimativa da vida util do leite fermentado Kefir com adi¢do de polpa de agai
foi estudada através da avaliagdo da estabilidade microbioldgica (contagem de bactérias acido
laticas totais e de bolores e leveduras segundo a metodologia recomendada pelo APHA
(APHA (1992)). A estabilidade fisica, quimica e fisico-quimica foi analisada por meio da

mensuracdo de acidez (pH e acidez titulavel), pela viscosidade e atividade antioxidante total
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por meio do método ABTS®". Todas as analises foram realizadas em fungdo do tempo de
armazenamento (0, 17, 30 e 45 dias) sob resfriamento a 10 °C.
As analises microbiologicas foram realizadas em duplicata e as demais em

triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Planejamento Experimental

Os resultados para acidez e viscosidade do leite fermentado Kefir adicionado de
polpa de acai podem ser observados na Tabela 4. Constatou-se que os valores para acidez

variaram de 0,59 a 1,12 g/100 g de 4cido latico.

Tabela 4 — Ensaios e variaveis respostas do planejamento experimental do leite fermentado

Kefir adicionado de polpa de agai

Variaveis

Codificadas Varidveis Independentes Varidveis Respostas

Tempo de fer- Concentracdo da Acidez (g/100g de  Viscosidade

Amostra  Xi; X, mentaciio (h) polpa (% v/v) acido latico) (cP)a10°C

F1 -1 -1 24 10 0,69 + 0,01 12,99 + 0,06
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F2 -1

F3 0
F4 0
F5 0
Fé6 +1
F7 +1

S O O =

-1
+1

30
20
20
20
10
30

0,59 £ 0,01
0,78 + 0,02
0,83 £ 0,02
0,85+0,01
1,12 +£0,03
0,98 +£0,01

15,47 + 0,02
25,83 £ 0,06
29,33 £ 0,02
27,52+ 0,03
22,01 £ 0,01
32,88 + 0,00

Fonte: Proprio autor (2017).

O 4cido latico produzido pelas bactérias acido laticas dos graos de Kefir favorece

o aumento da acidez do leite fermentado promovendo alteragdes fisico-quimicas durante a

fermentagdo do leite (SATIR; GUZEL-SEYDIM, 2015). Os resultados correspondentes aos

efeitos estimados para a varidvel acidez a nivel de 5 % de significincia mostrou que as

variaveis independentes (tempo de fermentacdo e concentragdo de polpa de agai) tiveram

efeito significativo no estudo realizado (FIGURA 4). No entanto a interacdo entre as duas

varidveis ndo foi estatisticamente significativa.

Figura 4 — Estimativa dos efeitos lineares das variaveis tempo de fermentacdo e

concentragdo de polpa de agai sobre a acidez do leite fermentado Kefir adicionado de polpa

de acai.

1___-_I_

p=0,05

Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: X, = Tempo de fermentacdo (h); X,

p<0,05.

Concentracdo de polpa de agai (%). Valores significativos a
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O modelo estatistico reduzido propostos para representar a acidez do leite

fermentado Kefir adicionado de polpa de acai esta descrito na equacao 1.

A=0,84 + 0,20 (X)) - 0,06 (Xz) (1)

Onde: A = acidez (g/100g de 4acido latico); X; = Tempo de fermentagdo (h); X, =
Concentragao de polpa de acai (%).

Os resultados para a andlise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdo
escolhido para acidez aparente do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai estdo
dispostos na Tabela 5.

Avaliando os resultados obtidos apds a aplicacao da ANOVA, observou-se que o
modelo de regressdo para acidez foi significativo em nivel de 95 % de confianga (F calculado
superior F tabelado) com coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,9890; evidenciando que
o modelo explicou 98,9 % da variacdo dos dados experimentais. Além disso, a falta de ajuste

ndo foi significativa, demonstrando que o modelo pode ser considerado preditivo.

Tabela 5 — Analise de variagdo (ANOVA) do modelo de regressdo para acidez aparente do

leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai

Fonte de Vari- Soma dos Graus de Li- uadrado

acio Quadrados berdade QMédio Fealculado  F tabelado
Regressao 0,2 3 0,1 543 9.3
Residuos 0,0 3 0,0
Falta de Ajuste 0,0 1 0,0 1,8 18,5
Erro Puro 0,0 2 0,0
Total 0,2 6

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: (R?) = 98,9 %.

As curvas de contorno geradas por meio do modelo proposto confirmaram a
analise de efeitos, permitindo visualizar a variacdo da resposta para os parametros estudados
(tempo de fermentacao e concentragao de polpa). Observou-se que as variaveis independentes
influenciaram na varidvel dependente acidez, a medida que o tempo de fermentagdo

aumentou e a concentragdo de polpa diminuiu, a acidez também aumentou (FIGURA 5).

35



Figura 5 — Curvas de contorno para a acidez do leite fermentado Kefir adicionado de polpa

de acai em func¢do do tempo de fermentacdo e da concentragdo de polpa de agai

30
o
2501 :
Sien 0.8
15 0.6
10 T T T T T T T T

25 27.5 30 32.5 35 37.5 40 42.5 45 475
X1

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: X, = Tempo de fermentagdo (h); X, = Concentra¢do de polpa de agai (%). Valores significativos a
p=<0,05.

A viscosidade aparente € uma caracteristica importante para o leite fermentado
Kefir (SADIAH; NURLAELASARI; HANDAYANI, 2017). Os valores encontrados para
viscosidade foram de 12,99 a 32,88 cP (TABELA 4). As variaveis tempo de fermentacdo e
concentragdo de polpa de agai ndo demonstraram ter efeito estatistico a nivel de 5 % de

significancia sobre este parametro (FIGURA 6).

Figura 6 — Estimativa dos efeitos lineares das varidveis tempo de fermentagcdo e
concentragdo de polpa de acai sobre a viscosidade do leite fermentado Kefir adicionado de

polpa de acai

hedia
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p=0,05

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: X; = Tempo de fermentagdo; X, = Concentragao de polpa de acai. Valores significativos a p<0,05.

Os valores obtidos na andlise de variancia (ANOVA) do modelo de regressdo para
a viscosidade do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai podem ser observados na

Tabela 6.

Tabela 6 - Analise de variancia (ANOVA) do modelo de regressao para viscosidade aparente

do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai

Fonte de Vari- Soma dos Graus de Li- Quadrado F calculado  F tabelado

acao Quadrados berdade Médio
Regressao 236,8 3 78,9 2,6 9,3
Residuos 89,4 3 29,8
Falta de Ajuste 81,3 1 81,3 20,3 18,5
Erro Puro 8,0 2 4,0
Total 326,1 6

Fonte: Proprio Autor (2017).
Legenda: (R?) = 72,60 %.

Analisando os valores gerados na andlise de varidncia (ANOVA) do modelo de
regressdo para a viscosidade aparente (TABELA 6), observou-se que o coeficiente de
determinagdo (R?) foi 0,7260, confirmando que o modelo explicou 72,60 % das variaveis
experimentais. No entanto, ndo houve significancia em nivel de 95 % de confianca devido o
F calculado ter apresentado-se inferior ao F tabelado e a falta de ajuste expressou-se

significativa, indicando que o modelo escolhido nao foi preditivo.

4.2 Analises Fisico-Quimicas
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4.2.1 Caracterizagdo das matérias-primas

Na Tabela 7 sdo apresentados os parametros fisico-quimicos avaliados no leite
UHT integral.

Os parametros fisicos, quimicos e fisico-quimicos avaliados no leite UHT integral
encontraram-se dentro dos requisitos estabelecidos pela Portaria n® 146 de 1996, que define
os padrdes do regulamento técnico de identidade e qualidade do leite UHT (BRASIL, 1996),
com exce¢do do teor de solidos nao-gordurosos, o qual se apresentou inferior ao exigido pela
legislagdo, que estabelece minimo de 8,2 %. O teor médio de sdlidos ndo-gordurosos
encontrado no leite analisado foi de 8,07 % (TABELA 7). Honorio ef al. (2015) ao estudarem
o efeito do armazenamento na qualidade do leite UHT, consideraram valido o resultado de
8,02 % para o teor de solidos ndo gordurosos nos primeiros trinta dias de armazenamento de
uma das marcas de leite avaliadas. Os demais parametros foram similares aos resultados de
outros autores (ROSA et al., 2015; CAMARA ; WESCHENFELDER, 2014; VESCONSI et
al.,2012).

Tabela 7 — Valores médios e desvios-padrao da caracterizagdo do leite UHT integral

Parametros Leite UHT inte- Portarian® 146  Instruciao Normativa
gral de 1996 n° 62 de 2011

pH 6,61 +0,01

Acidez (g de acido latico /100g) 0,16 + 0,46 0,14a0,18 -—--

Densidade a 15° C (g/L) 1,03 +0,01 - 1,028 a 1,034

Gordura (%) 3,01 £0,15 Min. 3,0 -

Extrato seco total (%) 10,91 + 0,06 ---- Min. 11,5

Extrato seco desengordurado (%) 8,07+ 0,01 Min. 8,2 -

Indice Crioscépico (°C) -0,527 - -0,512 a-0,531

Fonte: Proprio autor (2017).

A acidez do leite, determinada pelas anélises de pH e acidez titulavel, demonstrou
que ndo houve aumento da producdo de acido latico, pois o mesmo estava dentro dos

parametros estabelecidos pela legislagdo. Camara e Weschenfelder (2014) ao estudarem a
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avaliagdo da rotulagem nutricional e os padrdes de identidade e qualidade do leite UHT
integral, afirmaram que a acidez ¢ um parametro importante para avaliar a conservacao do
leite, uma vez que, quando evidenciada fora dos padrdes, o alimento ¢ considerado
inapropriado para o consumo.

A Portaria n°® 146 de 1996 (Brasil, 1996) ndo exige que seja realizado as analises
de densidade a 15 °C, extrato seco total (EST) e indice crioscopico, para entanto esses
parametros foram comparados com Instru¢do Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento — MAPA (Brasil, 2011). A densidade do leite representada a 15 °C
(1,029 g/mL) estava dentro dos padrdes vigentes na legislagdo (TABELA 7). Este parametro ¢
considerado indicativo na detec¢do de fraude por adi¢do de soro ou 4gua e ainda pode ser
utilizado na determinagdo do extrato seco total em leites (ROSA et al., 2015).

O extrato seco total (EST) ajuda a determinar a qualidade do leite porque a sua
determinagdo pode indicar alteragdes na matéria-prima (CAMARA; WESCHENFELDER,
2014). No leite estudado, o EST foi 10,9 % (TABELA 7) podendo ser considerado abaixo do
minimo permitido pela Instru¢do Normativa n° 62 de 2011 que estabelece um minimo de 11,5
% para leite cru resfriado (BRASIL, 2011). No entanto como a comparagado foi realizada em
parametros estabelecidos para leite resfriado cru, o resultado encontrado na pesquisa pode ser
considerado satisfatorio, j4 que durante o processamento térmico do leite ocorre diminuicao
de solidos. Resultados semelhantes ao desta pesquisa foram observados por Domareski et al.
(2010) ao estudarem a avaliagdo fisico-quimica e microbioldégica do leite UHT
comercializado em trés paises do Mercosul. Os autores afirmaram que os baixos valores do
EST indicaram que houve redu¢do no teor dos so6lidos do leite como proteina e lactose.

O Indice crioscopico da matéria-prima, por sua vez, foi (-0,527 °C) (TABELA 7).
Tal resultado encontra-se de acordo com parametros estabelecidos pela Normativa n® 62 de
2011, que determina variacdo na faixa de -0,512 a -0,531 °C (BRASIL, 2011). Valores
diferentes foram observados por Honorio et al. (2015) em uma das marcas de leite UHT
estudada. Os autores concluiram que componentes como, alguns minerais, certas proteinas
soluveis, lactose e cloreto podem influenciar na reducao do ponto de congelamento.

Os resultados da caracterizacao da polpa de agai utilizada como matéria-prima
para elaboracdo do leite fermentado Kefir adicionado de polpa foram comparados com
Instrugcdo Normativa n° 01 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (Brasil 2000),

que estabelece os padrdes de identidade e qualidade para o agai (TABELA 8).

Tabela 8 — Valores médios e desvios-padrao da caracterizagdo da polpa de acai
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Parametros Polpa de acai Normativa n° 01 de 2000

pH 5,22+0,03 4,0-6,2
Acidez (g de 4cido citrico/100g) 0,29 + 0,01 0,27-0,45
Solidos soluveis totais (°Brix) 2,36 + 0,05 40,0 a 60,0
Umidade (%) 85,15+ 0,22 ---

Antioxidante ABTS™ (uM Trolox/ g amos- 6,57 + 0,49 ---

tra)

Fonte: Proprio autor (2017).

Os parametros constatados para acidez e pH foram 0,29 g/100g e 5,22,
respectivamente (TABELA 8), estes encontravam-se de acordo com a legislagdo. Coutinho et
al. (2017) e Freitas et al. (2015), ao estudarem as caracteristicas fisico-quimicas,
bromatologicas e microbioldgicas de polpa de acai congeladas do tipo B também observaram
valores permitidos pela legislagao.

A umidade da polpa de acai foi 85,6% (TABELA 8), o que se era de esperar, visto
que a mesma ¢ um alimento que poder ser adicionado agua durante o processamento. De
acordo com Yuyama et al. (2011) a umidade ¢ um ponto que pode sofrer variagcao decorrente
de varios fatores como, desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo morfoldgica e anato-
mica, dinamismo entre os ambientes, mudancgas climaticas e ciclos de produ¢do agricola. Os
referidos autores obtiveram valores aproximados ao da polpa pesquisada, ao estudarem a ca-
racterizagdo fisico-quimica do suco de acai oriundo de diferentes ecossistemas amazonicos
(YUYAMA et al., 2011).

O teor de solidos soluveis totais, expressos em °Brix foi em torno de 2,36 °Brix
(TABELA 8). Este parametro se encontra abaixo do permitido pela legislacdo que preconiza
um valor minimo de 40,0 °Brix, porém pode ser justificado devido a adicdo de 4gua no
processo de producdo da polpa acarretando diluicdo dos constituintes da fruta (OLIVEIRA;
SANTOS, 2011) ja que a polpa utilizada na pesquisa foi adquirida na forma comercial.
Valores semelhantes foram observados por Freitas et al. (2015) e Carvalho et al. (2016) o
qual estudaram a composi¢do quimica e capacidade antioxidante de genotipos de acai de
polpas comerciais.

O resultado da atividade antioxidante total para a polpa de acai foi 6,57 uM
Trolox/g amostra (TABELA 8). Esse resultado pode ter sido influenciado pelo tratamento
térmico e adi¢do de agua durante o processamento do fruto. Gordon et al. (2012) apds
realizarem a caracterizagdo quimica e avaliagdo de propriedades antioxidante de frutos de

acai durante o amadurecimento, encontraram um valor de 2,78 uM Trolox por 100 g de
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amostra seca em frutos maduros. Os autores afirmaram que esta capacidade antioxidante esta
de acordo com valores encontrados para diferentes polpas de acai comerciais. O mesmo nao

foi encontrado por Carvalho et al. (2017) ao determinar a atividade antioxidante do fruto acai.

4.2.2 Caracterizagdo do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai

Os parametros com suas médias para a caracterizagdo do leite fermentado Kefir
adicionado de polpa de agai estdo distribuidos na Tabela 9.

De acordo com a caracterizagao fisico-quimica das formulagdes de leite
fermentado Kefir adicionado de polpa de acai (TABELA 9), observou-se que, os pardmetros
gordura e proteina atenderam a legislagdo, visto que o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2007) estabelece faixa limite de 3,0 a 5,9%
(m/m) de gordura para o produto integral e de 0,5 a 2,9% para produto semidesnatado e
minimo de 2,9% (m/m) de proteinas. Em estudo semelhante, Semeniuc et al. (2016)
analisaram a caracterizacdo fisico-quimicas de Kefir adicionado de xarope de pinheiro,
observando teor de proteina de 3,83 %, teor de gordura de 3,45 % e acidez de 0,927 %.
Zelovitis et al. (2016) quando avaliaram a fabricagdo de leite fermentado funcional com
adicdo de extrato de plantas, também obtiveram resultados semelhantes.

Para o pardmetro pH, as formulagdes (F1, F2, F6, F7 e F8) diferiram
significativamente entre si ao nivel de 5 % de significancia (TABELA 9). No entanto a
amostra F6 foi a que apresentou o pH mais baixo (3,96 %). Tal resultado pode ser explicado
pelo tempo de fermentacdo e a concentragdo de polpa adicionada a formulagdo apds a
fermentagdo, pois o aumento do tempo de fermentagdo e a baixa concentragdo de polpa de
acai podem ter favorecido o decréscimo deste parametro. Valores mais elevados de pH foram
observados por Semeniuc et al. (2016) e Nogueira et al. (2016) quando adicionaram
concentragdes maiores de polpa em fermentado de Kefir. Kazakos et al. (2016) ao analisarem
a produ¢do de bebidas de frutas com baixo teor alcodlico através da fermentacdo de roma e
suco de laranja com graos de Kefir obtiveram varia¢des nos valores de pH (3,15 a 3,45 %).

Todos os teores de solidos soluveis totais (°Brix), foram significativos entre si
(p<0,05). Nogueira et al. (2016) e Nurliyane et al. (2015) também observaram variagdes de
°Brix entre as amostras de Kefir avaliadas por eles. J4 Corona et al. (2016) ao estudarem a
caracterizacdo de bebidas tipo Kefir produzidas a partir de sucos de vegetais observaram
diminuicdo do °Brix em amostras analisadas. Os autores correlacionaram esta diminuicao
com a de acido latico, etanol e CO, nas bebidas (TABELA 9).
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Os teores de cinzas das amostras avaliadas nao apresentaram diferenca estatistica
em nivel de 5% de significancia (TABELA 9) estando de acordo com os resultados apontados
por Zelovitis et al. (2016) que em seu estudo encontraram teor de cinza de 0,72 a 0,76 %.

Na andlise de umidade, apenas a amostra F1 diferiu significativamente (p<0,05)
apresentando o menor valor médio com 81,81% (TABELA 9). A umidade de um alimento
estd diretamente associada a sua estabilidade, por tanto os leites fermentados Kefirs
elaborados caracterizaram-se como leites fermentados de alta umidade.

Para atividade antioxidante total, observou-se que os resultados foram (0,90 a
3,52 uM Trolox/g), o que podem ser explicado pelo tempo de fermentacao e concentracao da
polpa adicionada ao leite fermentado, uma vez que os valores diferiram com os aumentos do
tempo de fermentagdo e concentragdo de polpa como podem ser observados nas formulagdes
(F7, F2 e F4) com 3,58; 2,20 e 2,01 uM Trolox/g de amostra respectivamente (TABELA 9).
No entanto, todas as formulagdes diferiram significativamente em nivel de 5 %. Chunchom,;
Talubmook; Deeseenthum (2017) apds estudarem a atividade antioxidante de componentes

bioquimicos e toxicidade sub cronica de diferentes pos de Kefir em arroz integral.
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Tabela 9 — Valores médios e desvios-padrao da caracterizagdo do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai

Parametros F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7 F8
pH 4,36+0,01° 4,51+0,01° 4,17+0,00¢ 4,15+0,01% 4,1240,01° 3,96+0,01¢ 4,04+0,01° 4,48+0,01°
Sélidos Soluveis Totais 14,40+0,00°  12,70+0,00°  13,93+0,06°  13,80+0,00°  13,57+0,06"  13,70+0,00°  14,17+0,06°  13,53+0,49"
(°Brix)
Acidez Total Titulavel (g 0,69+0,01° 0,59+0,01° 0,78+0,02¢ 0,83+0,02¢ 0,85+0,01¢ 1,124+0,03* 0,98+0,01° 0,6340,01¢
acido latico/ 100 g amostra)

Cinzas (%) 0,69+0,01* 0,69+0,01* 0,69+0,02* 0,74+0,05* 0,68+0,03* 0,67+0,00* 0,71£0,00* 0,43+0,06*
Gorduras (%) 2,33+0,58"  3,33+1,15® 3,67+0,58*  3,00+0,00*°  2,67+0,58*° = 3,33+0,58* 4,00+0,00°  2,67+0,58*
Proteinas (%) 25,99+0,12°  22,99+0,12¢  24,09+0,04°  24,29+0,12> 24,07+0,08™ 24,45+0,21° 23,71+0,21*  27,35+0,12°
Umidade (%) 81,81+0,39*  84,33+0,28"  83,01+0,05¢  84,64+0,24°  83,51+0,19° 82,68+0,18" 82,83+0,39°  83,17+0,05%

Antioxidante total ABTS®"
0,9012+0,09¢ 2,2053+0,19° 1,9759+0,18" 2,0133+0,19¢ 1,9099+0,17¢ 1,1780+0,10° 3,5287+0,19° -
(UM Trolox/ g amostra)
Viscosidade (cP) a 10 °C 12,99+0,06"  15,47+0,02¢  2583+0,06° 29,33+0,02° 27,52+0,03° 22,01+0,01°  32,88+0,00° 17,23+0,12f

Fonte: Proprio autor (2017).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na mesma linha, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia;
Legenda: F1(Kefir com 24 h de fermentacdo e 10 % de polpa), F2 (Kefir com 24 h de fermentacao e 30 % de polpa), F3 (Kefir com 36 h de fermentacao e 20 % de polpa), F4
(Kefir com 36 h de fermentacdo e 20 % de polpa), F5 (Kefir com 36 h de fermentagdo e 20 % de polpa), F6 (Kefir com 48 h de fermentacgdo e 10 % de polpa), F7 (Kefir com

48 h de fermentacdo e 30 % de polpa) e F8 (Kefir controle).
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A viscosidade ¢ um parametro de grande importancia na fermentacdo do leite
(SADIAH; NURLAELASARI; HANDAYANI, 2017). Na Tabela 9 observou-se que todos os
valores para viscosidade diferiram significativamente (p<0,05) entre si. O mesmo foi
observado por Temiz; Kezer (2015) ao estudarem os efeitos de substituto de gordura sobre a
viscosidade de leites fermentados Kefir. Cais-Sokolinska; Wojtowski; Pikul (2016) ao
compararem as propriedades reoldgicas, sensoriais e de texturas do Kefir do leite de égua e
suas misturas com leite de cabra e ovelha, constataram que para o leite de égua houve
diferenca estatistica entre as amostras variando de 438 a 81 g.s.

Os resultados médios para os parametros de cor do leite fermentado estdo

dispostos na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios e desvios-padrao da cor do leite fermentado Kefir adicionado de

polpa de acai

Cor L* a* b* C* H°

F1 59,81+0,84° 10,92+0,04¢ 2,91+0,23" 11,30+0,01°¢ 14,92+0,74"
F2 43,68+0,04" 13,55+0,02* 2,40+0,21°¢ 13,77+0,04* 10,04+0,00°

F3 45,65+0,15°¢ 12,18+0,22¢ 3,39+0,12¢ 12,7840,11% 15,53+0,03°
F4 48,01+0,21¢ 12,38+0,19° 3,45+0,39¢ 12,89+0,06" 14,14+0,49°

F5 45,56+0,16° 12,60+0,23% 3,17+0,15™ 13,14+0,14* 14,10+0,04°

F6 52,42+0,57¢ 12,37+0,34° 3,57+0,06¢ 12,9440,24° 16,05+0,02°

F7 42,08+0,31¢ 13,05+0,14* 2,56+0,07" 13,30+0,14* 11,114+0,20¢

F8 88,35+1,57* -3,06+0,20° 8,74+0,49° 9,53+0,28¢ 109,32+0,05°

Fonte: Proprio autor (2017).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na mesma linha, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia;

Legenda: F1(Kefir com 24 h de fermentacdo e 10 % de polpa), F2 (Kefir com 24 h de fermentagdo e 30 % de
polpa), F3 (Kefir com 36 h de fermentagdo e 20 % de polpa), F4 (Kefir com 36 h de fermentacdo e 20 % de
polpa), F5 (Kefir com 36 h de fermentacdo e 20 % de polpa), F6 (Kefir com 48 h de fermentagdo e 10 % de
polpa), F7 (Kefir com 48 h de fermentacdo e 30 % de polpa) e F8 (Kefir controle).

A analise de cor ¢ um procedimento importante para monitorar alimentos com a
finalidade de desenvolver caracteristicas sensoriais adequadas (CHUNG et al., 2016). Para
tanto a analise teve a relevancia de verificar quantitativamente os atributo da cor do produto
elaborado. Os valores obtidos para luminosidade L* ndo apresentaram diferenga, ao nivel de
5% de significancia entre as amostras (F3 e F5) e (F5 e F2), porém nas demais foi observada
diferenca estatistica. Para a coordenada a*, observou-se que as amostras (F2, F6, F3, F1 e F8)

se alteraram significativamente entre as demais. No entanto na coordenada b* houve
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diferenga em nivel de 5% para as formulacdes (F2, F6 e F8) (TABELA 10). Randazzo et al.
(2016) ao avaliarem estes parametros em amostras de bebidas ndo alcoodlicas de frutas
fermentadas com graos de Kefir observaram que as mesmas nio apresentaram diferenca
significativa para a coordenada b*, entretanto o pardmetro luminosidade L* aumentou apos a
fermentacao e a coordenada a* reduziu estatisticamente.

O parametro luminosidade L* da pesquisa demonstrou que a formulacao F8 foi
apontada como a mais clara (88,35) uma vez que esta ndo recebeu adicdo de polpa ¢ a
amostra F7 (30 % de polpa) foi considerada a mais escura com 42,08. Entretanto nas
coordenadas a* e b* a formulagao F2 apresentou maior € menor pontuagao com 13,55 e 2,40
respectivamente indicando que esta se aproximou mais do vermelho e do azul, J4 a amostra
F8 foi observada com a menor (-3,06) e maior (8,74) pontuacdo em tais coordenadas
respectivamente (TABELA 10).

Segundo Corona et al. (2016) ao estudarem a caracterizagao de bebidas tipo Kefir
produzidas a partir de sucos de vegetais constataram que todas as amostras mudaram de cor
apods o processamento fermentativo sendo a formulagdo elaborada com suco de meldo a mais
notavel.

A amostra F8 apresentou um angulo de tonalidade (H®) de 109,32° e croma (C*)
de 9,53 indicando que a formula¢do apresentou uma coloracdo amarelada. No entanto, as
demais formulagdes apresentaram angulo de tonalidade de 16,05° a 10,04° e croma de 13,77 a
11,30 demonstrando que se encontravam mais proximas do vermelho (TABELA 10).
Randazzo et al. (2016) que também analisaram cor em amostras de bebidas de suco nao
alcodlicas fermentadas com microrganismos de graos de Kefir de 4gua, obtiveram variagdes
de 345,04° a 25,98° e 20,06 a 9,28 para o angulo de tonalidade (H°) e croma (C¥*)

respectivamente.

4.3. Analises Microbiologicas

4.3.1 Polpa de acai e Leite Fermentado Kefir

Os resultados das andlises microbioldgicas para polpa de agai e leite fermentado
Kefir estdo expressos na Tabela 11.

A Resolu¢ao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001da ANVISA dispde os padrdes
microbiologicos em alimentos (BRASIL, 2001), estabelecendo para Polpas de Fruta: auséncia
de Salmonella em 25g e limite maximo menor que 10> NMP/g na contagem de coliformes a
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45 °C; e para Leites Fermentados com ou sem adicdes, refrigerado, e com bactérias laticas
viaveis a quantidade de coliforme termotolerante (45°C) ndo deve ultrapassar 10 UFC/mL
(BRASIL, 2001).

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo de microrganismos para a polpa de
acai (TABELA 11), observou-se que os mesmos atenderam aos parametros legais
concordando com Coutinho et al. (2017), os quais obtiveram, em seu estudo, pardmetros
semelhantes para E. coli em polpas de acai comercializadas. Os autores afirmaram que os
valores reportados estavam abaixo do permitido pela legislagdao vigente da Espanha, podendo
ser considerado legal. Freitas et al. (2015) observaram valores similares para quantidade de

coliformes a 45 °C avaliados em amostras de polpa de acai pasteurizadas.

Tabela 11 — Resultados médios da anélise microbiologica nas matérias-primas

Bactérias acido lati-

Amostra Salmonella Coliformes 45 °C . Bolores e leveduras
cas Totais
Polpa’de Auséncia <3 NMP/g -—-- -—--
acai
Kefir ---- <3 NMP/mL 1,5 x 10* UFC/g 1,5 x 10° UFC/g

Fonte: Proprio autor (2017).

Os valores expressos na Tabela 11 demonstraram que o Kefir encontra-se de
acordo com os requisitos exigidos pelo Regulamento Técnico de Identidade ¢ Qualidade de
Leites Fermentados (BRASIL, 2007). Este regulamento descreve que a contagem de bactérias
laticas totais do Kefir devera ser no minimo de 10’ UFC/mL e a contagem de leveduras
especificas de no minimo 10* UFC/mL (BRASIL, 2007). Ribeiro (2015) também observou
contagens satisfatorias para bactérias acido laticas e leveduras ao avaliarem a caracterizagao
microbiologica de bebida produzida a partir dos graos de Kefir artesanal na regido Noroeste
do Rio Grande do Sul.

Almeida et al. (2011) ao compararem padrdes microbiologicos e sensoriais de
Kefir artesanal produzido a partir de leite de cabra e leite de vaca, observaram contagens de
2,5 x 10° UFC/mL e 1,4 x 10° UFC/mL para bactérias acido laticas e bolores e leveduras
respectivamente. Os autores afirmaram que o baixo valor das bactérias acido laticas pode ter
sido influenciado pela anélise que foi realizada no inicio da ativagdo dos graos. No caso do
Kefir estudado, a analise foi realizada apos as ativagdes e fermentagao do leite. Londero et al.
(2012) ao compararem contagens de bactérias acido laticas entre soro de leite e leite
fermentados por graos de Kefir, constataram que as mesmas encontraram-se em menor
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concentracdo em soro de leite fermentado, porém ao analisarem os valores de levedura,
observaram que estes foram menores no leite fermentado.

A andlise de coliformes termotolerantes a 45 °C ¢ considerada importante, pois
este grupo de microrganismos ¢ um indicativo das condi¢des higi€nico-sanitarias de produtos
alimenticios (RIBEIRO, 2015). Na pesquisa de coliformes a 45 °C (TABELA 11) observou-
se que os valores obtidos ndo ultrapassaram o padrdo (10 UFC/mL) exigido pela legislagdo
vigente (BRASIL, 2001). Ribeiro (2015) também constatou resultados semelhantes em seu

estudo.

4.3.2 Leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai

Os resultados obtidos na analise microbioldgica para o leite fermentado Kefir

adicionados de polpa de acai estao expressos na Tabela 12.

Tabela 12 - Pardmetros médios para caracterizacdo microbiolégica do leite fermentado Kefir

adicionado de polpa de agai

. Bactérias Acido Bolores e
Coliformes 45 °C . .

Amostra (NMP) Laticas Totais Leveduras

(UFC/mL) (UFC/mL)

F1 3.6 1,87 x 10® 3,4x10°
F2 93 2,16 x 10® 4,6 x 10°
F3 1100 2,53 x 108 6,3 x 10°
F4 <3 2,72 x 108 2,7 x 10°
F5 <3 2,08 x 10¢ 5,8x 10°
F6 <3 2,96 x 10¢ 1,5x 10°
F7 <3 1,91 x 10¢ 6,3 x 10°
F8 9,4 1,74 x 10¢ 2,2 x 10°

Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1(Kefir com 24 h de fermentacdo e 10 % de polpa), F2 (Kefir com 24 h de fermentagdo e 30 % de
polpa), F3 (Kefir com 36 h de fermentagdo e 20 % de polpa), F4 (Kefir com 36 h de fermentacdo e 20 % de
polpa), F5 (Kefir com 36 h de fermentagdo e 20 % de polpa), F6 (Kefir com 48 h de fermentacdo e 10 % de
polpa), F7 (Kefir com 48 h de fermentacdo ¢ 30 % de polpa) e F8 (Kefir controle).

A partir dos valores determinados pela caracterizagdo microbioldgica das
formulagdes de leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai, observou-se que todas as
amostras produzidas atenderam aos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela legislacao
vigente (BRASIL, 2007). Exceto para a contagem de coliformes a 45 °C (BRASIL, 2001) nas

formulagdes F2 e F3, nas quais os valores se apresentaram acima do permitido (TABELA
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12). Apesar dos baixos valores de pH ser um fator limitante para o crescimento de coliformes
a 45 °C (SANTOS; COELHO; CARREIRO, 2008), a amostra F3 apresentou pH de 4,17 e
uma maior contagem para tais microrganismos. E importante ressaltar, que esta amostra foi
produzida nas mesmas condi¢des que as demais, porém foi a Unica contaminada das trés
elaboradas no ponto central (F3, F4, F5) do planejamento experimental.

A formulagdo F6 apresentou a maior contagem de bactérias acido laticas (2,96 x
10® UFC/mL) indicando que, provavelmente, a mesma foi influenciada pelo tempo de
fermentagdo (48 h), pois observou-se que o aumento do tempo de fermentacdo favoreceu o
crescimento bacteriano no leite fermentado Kefir (TABELA 12). Fernandes et al. (2017) ao
avaliarem a quantidade total de isoflavonoides e fendis no armazenamento de leite de soja
fermentado com Kefir, obtiveram resultados distintos para bactérias acido laticas. No entanto
Corona et al. (2016) ao pesquisarem a caracterizacdo de bebidas tipo Kefir produzidas a

partir de sucos vegetais observaram variagdoes semelhantes ao encontrado no Kefir estudado.

4.4 Analise Sensorial

Antes da aplicagdo da analise sensorial foi realizada uma sele¢ao das amostras
com o intuito de eliminar as formulagdes contaminadas com coliformes a 45 °C e de reduzir o
nimero de formulagdes que iriam ser apresentadas aos provadores a fim de evitar fadiga

gustativa. Na Tabela 13 estao distribuidas as amostras que foram selecionadas.

Tabela 13 — Médias de acidez total tituldvel e proteinas utilizadas como critério para analise

sensorial do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai

Médias (%) Parametros da Legislacio (%)
Amostras Acidez Proteina Acidez Proteina
F1 0,69 25,99
F4 0,82 24,29 0.5-1.0 29
F7 0,98 23,71
F8 0,63 27,35

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: F1 (Kefir com 24 h de fermentagdo ¢ 10 % de polpa), F4 (Kefir com 36 h de fermentacdo e 20 % de
polpa), F7 (Kefir com 48 h de fermentacdo e 30 % de polpa) e F8 (Kefir controle).

A sele¢do das amostras de leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai
para realizagdo da analise sensorial foi realizada conforme os pardmetros de acidez e teor de
proteina. Para a acidez levou-se em consideragdo os parametros da legislagdo vigente (Brasil,
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2007) onde esté estabelecido que o leite fermentado Kefir deve apresentar de 0,5 a 1,0 % de
acidez. Para os teores de proteina, optou-se pelos maiores percentuais, com o intuito de obter-

se Kefir com maior teor proteico (TABELA 13).
4.4.1 Caracterizagdo dos provadores

Na caracterizagdo dos 64 provadores que participaram dos testes aplicados na
analise sensorial do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai observou-se que 74,0

% eram do sexo masculino e 26,0 % do sexo feminino (FIGURA 7).

Figura 7 — Caracterizag@o dos provadores

4% 3% D

10% C I E
H
G 13%
“%. >
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Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: A = Sexo dos provadores, B = Faixa etaria dos provadores, C = Grau de escolaridade, D = Com que
frequéncia vocé consome produtos lacteos?, E = Com que frequéncia vocé consume produtos com agai?, F = O
quanto vocé gosta de leite fermentado?, G = Com que frequéncia vocé consume leite fermentado?, H = O
quanto vocé gosta de agai?.

A faixa etaria predominante foi de 18 a 25 anos (70,0 %), sendo que 43,0 % dos
provadores possuiam nivel superior incompleto, enquanto que apenas 10,0 % deles possuiam
mestrado ou doutorado (FIGURA 7).

49



Do total de provadores, 53,0 % alegaram gostar moderadamente de leite
fermentado, 19,0 % afirmaram gostar muito, 14,0 % pontuaram gostar muitissimo, 11,0 %
relataram nao gostar desse produto e 3,0 % alegaram gostar ligeiramente. Em relagdo ao acai,
31,0 % alegaram gostar muitissimo, 25,0 % gostaram moderadamente, 22,0 % gostaram
muito e 11,0 % afirmaram que ndo gostam do fruto. Estes resultados demonstram distribui¢ao
entre as respostas com concentragao nas categorias de aprecia¢do do leite fermentado e agai
(FIGURA 7).

A maioria dos participantes (75,0 %) consumiam produtos lacteos semanalmente,
13,0 % consumiam em dias ocasionais, 3,0 % consumiam quinzenalmente e 2,0 % relataram
que nunca consumiram. Para o consumo de produtos com acai, observou-se que 11,0 %
consumiam semanalmente, 13,0 % consumiam quinzenalmente e 18,0 % alegaram nunca

consumir esse fruto (FIGURA 7).

4.4.2 Avaliacdo da aceitacdo das amostras

Os resultados da avaliagdo de aceitagdo das quatro formulacdes de Kefir
adicionado de polpa de agai: F8 (Kefir controle), F1 (Kefir com 24 horas de fermentagao e
30% de polpa de acgai), F4 (Kefir com 36 horas de fermentagdo e 20,0% de polpa de agai) e
F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de agai) estdo apresentados na Tabela
14.

Todas as amostras analisadas apresentaram diferenca entre si, ao nivel de 5% de
significancia, para os atributos cor e sabor. Na caracteristica consisténcia nao foi observado
diferenga estatistica (p<0,05) entre as amostras (F1 e F4), (F1 e F7) e (F4 e F7) (TABELA
14). O mesmo foi observado por Cais-Sokolinskal, Wojtowski e Pikul (2016) ao estudarem
propriedades reoldgicas e texturais de Kefirs produzidos com leite de égua, cabra, ovelha e
suas misturas quando aplicaram o teste de tukey (p<0,05) nas amostras estudadas.

Santos e Basso (2013) avaliaram o atributo aroma e atestaram que ndo houve
diferenca significativa entre as amostras de gelatina elaborada com fermentado de Kefir e
gelatina padrao. A pesquisa em estudo nao demonstrou diferenca entre as formulagoes (F8 e
F4) e (F1 e F4) para o aroma. J4 nas caracteristicas aparéncia e impressdo global nio foi
apontado diferenca estatistica para as amostras (F8 e F7) e (F4 e F7) respectivamente
(TABELA 14). Nicolaou et al. (2017) ao compararem cultura de Kefir livre e imobilizada em
fermentagdes simultaneas de cidra alcoolicas também nao obtiveram diferenga estatistica para
qualidade geral.
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Tabela 14 — Resultados médios e desvios-padrao do teste de aceitacdo do leite fermentado

Kefir adicionado de polpa de acai

Atributos F1 F4 F7 F8

Cor 7,58 +1,20° 6,73 +1,19° 5,66+ 1,61¢ 7,31 +1,36*
Aparéncia 7,33 +1,29° 6,59 +1,33¢ 5,47 +1,65° 7,23 +1,44*
Aroma 7,05+ 1,51° 6,08 + 1,44® 6,16 + 1,50° 5,88 +1,77°
Sabor 5,63 +1,84° 5,98 +1,75¢ 6,41 +1,50¢ 6,95+ 1,37*
Consisténcia 6,5, +1,53% 6,52 + 1,35 6,50 + 1,36% 6,95 +1,33*
Impressao Global 6,50 +1,56° 6,45 +1,34¢ 6,25 +1,42°¢ 7,00+ 1,28*

Fonte: Proprio autor (2017).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na mesma linha, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia;

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagio ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de agai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo ¢ 10% de polpa de agai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedonica de nove pontos: 1 (desgostei muitissimo), 2 (desgostei muito), 3 (desgostei moderadamente), 4
(desgostei ligeiramente), 5 (nem gostei nem desgostei), 6 (gostei ligeiramente), 7 (gostei moderadamente), 8
(gostei muito) e 9 (gostei muitissimo).

Nicolaou et al. (2017) relataram que o fato das novas bebidas nao terem passado
por tratamento pos-fermentagdo e apresentarem baixos teores de CO,, 0 que contribui para o
frescor, ndo influenciaram na aceitacdo. Nogueira et al. (2016) encontraram resultados
satisfatorios ao testarem que os valores médios dos atributos apresentaram-se acima da ordem
5, atestando que as bebidas fermentadas a partir de cultura de Kefir original e Kefir adaptado
adicionadas com variagdes de polpa de acai obtiveram aceitacdo sensorial. Zelovitis et al.
(2016) também observaram aceita¢do positiva ao analisarem a fabricacao de leite fermentado
“funcional” com adi¢do de um extrato de origem de plantas alcodlicas.

Nas figuras 8 a 13 sdo apresentadas as distribuicdo de notas atribuidas pelos
provadores na avaliagdo da aceitacdo da cor, aparéncia, aroma, sabor, consisténcia e
impressao global do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai.

Para a cor das formulagdes, as amostras F1, F4, F7 e F8 obtiveram percentuais na
faixa de aceitacdo de, 93,79; 81,24; 46,86 ¢ 88,80 % respectivamente, enquanto 0s
percentuais encontrados na faixa de rejeicdo foram de 0; 1,56; 28,11 e 0 %, respectivamente.
A maior frequéncia de respostas para as amostras F8 e F1 encontrou-se na categoria 8 da
escala, enquanto a amostra F4 apresentou maior frequéncia de respostas na categoria 7,

referente a “gostei moderadamente” (FIGURA 8).
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Figura 8 — Distribuicdo de respostas dos provadores na avaliagdo da aceitacao do atributo cor

do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo e 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de agai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo ¢ 10% de polpa de agai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedo6nica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

Mais de 90 % das notas obtidas para a aparéncia das quatro amostras estavam na
faixa de aceitacdo (notas de 6 a 9), enquanto que 34 % das respostas encontraram-se na faixa
de rejeicdo (notas de 1 a 4). Dentre as amostras avaliadas, a amostra F4 obteve a maior
frequéncia de respostas na zona de aceitacdo (90,61 %) e a menor frequéncia de respostas na
zona de rejeicdo (6,25 %). Além disso, as maiores percentagens de respostas, foram na

categoria 8 da escala hedonica, correspondente a “gostei muito”(FIGURA 9).

Figura 9 — Distribuicdo de respostas dos provadores na avaliagdo da aceitacdo do atributo

aparéncia do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo ¢ 10% de polpa de acai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedo6nica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

Figura 10 — Distribui¢ao de respostas dos provadores na avaliagdo da aceitagdo do atributo

aroma do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de acai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedonica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

As respostas referentes ao aroma das amostras situaram-se principalmente nas

categorias de gostar da escala (6 a 9). As amostras F1 e F7 apresentaram maior frequéncia de
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respostas na categoria 8 (gostei muito) e a amostra F4 obteve maior frequéncia na categoria 6
da escala hedonica (gostei ligeiramente). A soma do percentual de respostas distribuidas na
faixa de aceitagdo para as amostras F1, F4, F7 e F8 foram de, respectivamente, 74,99; 70,3;
65,61 e 48,42 %. Na faixa de rejeicdo, a soma dos percentuais obtidos foram de,
respectivamente, 3,12; 10,93; 12,49 ¢ 25,0 % (FIGURA 10).

Para o atributo sabor, as maiores frequéncias de respostas das amostras F4 e F8
situaram-se na categoria 8 (gostei muito). Enquanto a amostra F7 apresentou maior
frequéncia de respostas na categoria 6 da escala heddnica (gostei ligeiramente). As amostras
F1, F4, F7 e F8 alcangaram soma, respectivamente, 49,93; 70,29; 57,79 e 85,92 % das notas
nas categorias de gostar (6 a 9). Na faixa de rejei¢do, os percentuais encontrados foram de,
respectivamente, 37,49; 21,87; 24,99 e 3,12 %, indicando um bom percentual de aceitacao do

sabor das amostras (FIGURA 11).

Figura 11 — Distribui¢do de respostas dos provadores na avaliagdo da aceitacdo do atributo

sabor do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo e 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de acai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedonica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

A distribuigdo das notas referentes a consisténcia das amostras situou-se
principalmente nas categorias de gostar da escala (6 a 9). As amostras F1, F4, F7 e F8
obtiveram soma de percentuais na faixa de aceita¢do de, respectivamente, 67,17; 82,73; 71,86
e 81,23 % enquanto a soma dos percentuais alcancados na faixa de rejei¢do foram de 12,5;
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7,81; 9,37 e 0 %, respectivamente. A maior frequéncia de respostas para todas as amostras
encontrou-se na categoria 8 da escala referente a “gostei muito”, enquanto que a menor

frequéncia de respostas para todas as amostras se encontrou na categoria 9, referente a “gostei

muitissimo” (FIGURA 12).

Figura 12 — Distribui¢do de respostas dos provadores na avalia¢do da aceitacdo do atributo

consisténcia do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo e 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de

fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de acai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedo6nica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

A aceitagdo global mostra como foi & impressao causada pelo produto no contexto
de todos os atributos. Observa-se que a distribuicdo das respostas situa-se quase em sua
totalidade na zona de aceitacdo da escala heddnica (6 a 9). A maior frequéncia de respostas
das amostras F1, F4 e F8 situou-se na categoria 7 (gostei moderadamente). Enquanto a
amostra F7 apresentou maior frequéncia de respostas na categoria 6 (gostei ligeiramente). A
soma do percentual de respostas distribuidas na faixa de aceitagdo (6 a 9) para as amostras
F1, F4, F7 e F8 foi de, respectivamente, 64,04; 76,56; 67,81 ¢ 81,8 %. Na faixa de rejei¢ao, a
soma dos percentuais encontrados foram de, respectivamente, 10,93; 6,25; 12,5 e 1,56 %,

indicando um bom percentual de aceitagdo global das trés amostras avaliadas (FIGURA 13).
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Figura 13 — Distribui¢do de respostas dos provadores na avaliacdo da aceitacdo do atributo

impressao global do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagio ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentagdo ¢ 20% de polpa de agai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo ¢ 10% de polpa de agai) e F8
(Kefir controle).

Escala Hedo6nica: 1 = desgostei muitissimo; 5 = nem gostei, nem desgostei; 9 = gostei muitissimo.

4.4.3 Avaliacdo da atitude de compra das amostras

Os resultados das respostas para atitude de compra avaliadas pelos provadores
encontram-se na Figura 14, onde pode-se observar que as amostras F4 e F8 apresentaram
maior frequéncia de respostas nas categorias 4 (possivelmente compraria) e 5 (certamente
compraria) demonstrando que, das quatro amostras apresentadas no teste, elas foram as mais

aceitas pelos provadores.
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Figura 14 - Distribuicdes das frequéncias de respostas dos provadores para a avaliagdo da

atitude de compra do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai

35,00 -

30,00 -
¥ 25,00 -
(1]
g HF8
£ 20,00 -
S HF7
s
5 15,00 - MFa
=]
§ HFl
2 10,00 -

5,00 -

0,00 -

Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagio ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de agai) e F8
(Kefir controle).

Escala: 1 = certamente ndo compraria, 2 = talvez comprasse, 3 = talvez ndo comprasse, 4 = provavelmente
compraria, 5 = certamente compraria.

As formulagdes F4 e F8 apresentaram porcentagens de 28,13 % e 32,81 % na
escala provavelmente compraria (4) e, 21,88 % e 29,69 % para certamente compraria (5),
respectivamente. Apesar das porcentagens terem sido bem distribuidas entre as amostras,
estas apresentaram percentuais mais elevados da anélise em questao demonstrando que se as

mesmas estivessem a venda obteriam atitude de compra positiva pelos consumidores.

4.4.4 Avaliacdo da acidez, consisténcia e sabor de acai ideal

Nas Figuras 15, 16 e 17 s@o apresentadas as pontuagdes obtidas no teste do ideal
para a avaliacdo da acidez, consisténcia e sabor de agai das amostras de Kefir adicionado de
polpa de acai.

Na avaliacdo da acidez, as amostras alcangaram maiores percentuais de respostas
na categoria 0 (acidez ideal) da escala, mostrando que a acidez das amostras situa-se proximo

ao ideal. O percentual de respostas entre as categorias +1 (ligeiramente mais acido do que o
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ideal) e +4 (extremamente mais acido do que o ideal) da escala, apresentou valores maiores
que o percentual obtido entre as ordens -1 e -4, correspondente a (ligeiramente menos acido
que o ideal) e (extremamente menos acido que o ideal), mostrando que o potencial

consumidor tem preferéncia por alimentos menos acidos (FIGURA 15).

Figura 15 — Distribui¢cdes das frequéncias de respostas dos provadores para avaliagdo do

teste do ideal da acidez do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: F1 (Kefir: 24 horas de fermentagdao e 30% de polpa de agai), F4 (Kefir: 36 horas de fermentacédo e
20% de polpa de agai), F7 (Kefir: 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de agai) e F8 (Kefir controle: 24
horas de fermentagdo e sem adigdo de polpa).
Escala do Ideal: +4 = Extremamente mais acido que o ideal, +3 = Muito mais acido que o ideal, +2 =
Moderadamente mais acido que o ideal, +1 = Ligeiramente mais acido que o ideal, 0 = Ideal, -1 = Ligeiramente
menos acido que o ideal, -2 = Moderadamente menos acido que o ideal, -3 = Muito menos acido que o ideal, -4
= Extremamente menos acido que o ideal.

A amostra F8 apresentou percentagem de 10,94 % das notas nas categorias
“menos 4cido que o ideal”, 62,50 % na categoria “ideal” e 39,70 % nas categorias “mais
acido que o ideal” mostrando que os percentuais variaram entre as ordens +4 (extremamente
mais acido) e +1 (ligeiramente mais 4cido), concentrando-se na categoria ideal. Ja na amostra
F4 observou-se porcentagens mais baixas, mas que também se comportaram como as notas
da amostra anterior. Os percentuais foram 15,62 % nas categorias “menos 4acidas”, 40,63 %
na ordem do “ideal” e 54,69 % nas categorias “mais acidas” (FIGURA 15).

A partir dos resultados obtidos na avaliagcdo da consisténcia (FIGURA 16), pode-

se observar que as quatro amostras obtiveram maiores percentuais de respostas na categoria
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correspondente a consisténcia ideal. No entanto, a amostra F8 destacou-se das demais,
alcancando 70,38 % das respostas. As amostras F1, F4 e F7 obtiveram respectivos
percentuais de 46,88; 57,81 e 46,88 % das respostas na categoria relativa ao ideal. Este
resultado aponta que a adicdo da polpa de agai pode ter influenciado na viscosidade do

produto final.

Figura 16 - Distribuicdes das frequéncias de respostas dos provadores para avaliacdo do teste

do ideal da consisténcia do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo e 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de agai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo ¢ 10% de polpa de agai) e F8
(Kefir controle).

Escala do Ideal: +4 = Extremamente mais acido que o ideal, +3 = Muito mais acido que o ideal, +2 =
Moderadamente mais acido que o ideal, +1 = Ligeiramente mais acido que o ideal, 0 = Ideal, -1 = Ligeiramente
menos acido que o ideal, -2 = Moderadamente menos acido que o ideal, -3 = Muito menos acido que o ideal, -4
= Extremamente menos acido que o ideal.

Nas categorias “menos consistente que o ideal”, as amostras F1, F4, F7 e¢ F8
obtiveram percentuais de respostas de 35,94; 40,62; 45,31 e 21,88 % respectivamente, j& para
as categorias “mais consistente que o ideal” (4, 3, 2 e 1), as porcentagens foram 31,25; 15,62;
20,31 e 26,56 % respectivamente (FIGURA 16).

A distribuicdo de respostas entre as categorias -1 e -4 da escala, equivalente a
“menos consistente que o ideal” foi maior que a distribuicdo entre as categorias 1 e 4,
correspondente a “mais consistente que o ideal”, para as quatro amostras analisadas,
sugerindo que estas deveriam apresentar maior consisténcia para atingir o ideal (FIGURA
16).
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Quanto a avaliagdo do sabor de acai, os resultados se distribuiram por toda a
escala do ideal como pode ser observado na Figura 17, porém a maior concentra¢do pode ser
observada na categoria 0 (ideal). A amostra F4 destacou-se das demais, obtendo 43,75 % das
respostas. As amostras F1 e F7 alcancaram os percentuais de 34,38 e 31,25 %

respectivamente.

Figura 17 — Distribui¢do das frequéncias de respostas dos provadores para avaliagdo do teste

do ideal para o sabor de agai do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai
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Fonte: Proprio autor (2017).

Legenda: F1 (Kefir com 24 horas de fermentagdo ¢ 30% de polpa de agai), F4 (Kefir com 36 horas de
fermentacdo e 20% de polpa de acai), F7 (Kefir com 48 horas de fermentacdo e 10% de polpa de acai) e F8
(Kefir controle).

Escala do Ideal: +4 = Extremamente mais acido que o ideal, +3 = Muito mais acido que o ideal, +2 =
Moderadamente mais acido que o ideal, +1 = Ligeiramente mais acido que o ideal, 0 = Ideal, -1 = Ligeiramente
menos acido que o ideal, -2 = Moderadamente menos acido que o ideal, -3 = Muito menos acido que o ideal, -4
= Extremamente menos acido que o ideal.

Nas categorias “menos sabor de agai que o ideal”, as amostras F1, F4 e¢ F7
obtiveram soma dos percentuais de respostas de 20,32; 34,38 e 53,13 % respectivamente. Nas

categorias “mais sabor de acai que o ideal”, as somas das porcentagens foram de 56,25; 35,94

¢ 26,56 % (FIGURA 17).

4.5 Estabilidade do leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai durante o

armazenamento

4.5.1 Estabilidade fisico-quimica do produto
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A seleg@o de amostras de leite fermentado Kefir foi realizada através dos testes de
aceitacdo aplicados na andlise sensorial, onde os resultados apontaram as formulagdes F4
(Kefir com 36 h de fermentacgdo e 20 % de polpa) e F8 (Kefir controle) como as mais aceitas.

Os valores médios obtidos para estabilidade fisico-quimica das amostras de leite

fermentado Kefir adicionado de polpa de agai F4 e F8 estdo dispostos na Tabela 15.

Tabela 15 - Resultados médios para a estabilidade fisico-quimica de leite fermentado Kefir

adicionado de polpa de agai

Acidez Total Titulavel

Antioxidante Total

Viscosidade

Amostra Tempo pH (g acido latico/ 100 g ABTS*" (uM
(cPa10°C)

amostra) Trolox/ g amostra)

0 4,17+0,00° 0,79+0,02¢ 25,83+0,05° 2,0133+0,19¢

4 17 3,73+0,00° 1,27+0,02°¢ 35,68+1,28* 2,2928+0,22°

30 3,50+0,00° 1,57+0,02° 12,40+0,36¢ 3,0031+0,24*

45 3,600,001 1,97+0,01* 23,01+0,39° 1,9495+0,12¢
0 4,48+0,00° 0,63+0,00¢ 17,2340,11°

] 17 3,97+0,02° 0,96+0,01°¢ 7,13+0,07¢ L

30 3,61+0,00° 1,30+0,02° 13,62+0,04°
45 3,70+0,00¢ 1,48+0,01* 22,89+0,57*

Fonte: Proprio autor (2017).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na mesma linha, pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia;

Legenda: F4 (Kefir com 36 h de fermentacao e 20 % de polpa) e F8 (Kefir controle).

Os parametros de pH e acidez obtidos para estabilidade de leite fermentado Kefir
adicionado de polpa de agai apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre todos os
tempos de armazenamento avaliados para as amostras F4 ¢ F8 (TABELA 15). O teor de
acidez aumentou, indicando que a fermentacdo do Kefir adicionado de acai continuou durante
o periodo avaliado.

Os valores de pH diminuiram durante os 30 primeiros dias, voltando a aumentar
nos ultimos 15 dias, durante a avaliagdo da estabilidade do Kefir adicionado de agai, o que
pode ser explicado pelo alto teor de proteinas nas formulagdes que atuaram como tampao.
Temiz; Kezer (2015) ao analisarem os efeitos da substitui¢do de gordura em propriedades
fisico-quimicas, microbianas e sensoriais do Kefir produzido a partir da mistura de leite de
vaca e cabra obtiveram resultados semelhantes. Os autores concluiram que a natureza

proteica do substituto de gordura resultou maior efeito tampao nas amostras estudadas.
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Apesar do pH apresentar aumento no final da vida util (45 dias), o resultado para
acidez das amostras F4 e F8 aumentou, indicando a continua fermentacdo da lactose pelos
microrganismos e consequente producao de acido latico no produto.

Fiorda et al. (2016) e Kazakos et al. (2016), apos estudarem “O armazenamento
e a cinética de uma bebida potencialmente probiotica ndo lactea desenvolvida com graos de
Kefir e mel” e “Fermentacdo de suco de frutas a partir de graos de Kefir”, respectivamente,
relataram que as mensuragdes de pH decresceram e de acidez aumentaram durante o tempo
de armazenamento, chegando a conclusdo de que tais resultados foram devido ao aumento do
crescimento bacteriano.

No entanto, o teor de acidez das amostras de Kefir adicionado de polpa de acai
ndo pode ser relacionado ao crescimento microbiano nesta pesquisa, uma vez que OS
resultados mais elevados para este parametro foram encontrados na formulagdo que
apresentou menor quantidade de bactérias acido laticas (F4). Este fato demonstra que,
provavelmente, o tempo de fermentacdo influenciou o aumento da acidez na formulaciao F4
visto que, tal formulacdo, que foi fermentada em um periodo de 36 horas, iniciou o estudo da
estabilidade com o teor de acidez mais elevado (TABELA 15) do que a amostra F8 (24 horas
de fermentacao). Zelovitis et al. (2016) também estudaram o comportamento do pH e acidez
no decorrer da vida util de Kefir e constataram que houve decréscimo e aumento destes
parametros (4,33 e 1,02g acido latico/100g), respectivamente.

Durante o processo fermentativo deste leite, a diminui¢do do pH promoveu a
coagulacdo de proteinas formando um gel (PHILLIPS; WILLIAMS, 2009) capaz de
aumentar a viscosidade do produto porém, os resultados obtidos na andlise de viscosidade
para as formulagcdes F4 e F8 no periodo do armazenamento apresentaram-se menores
(TABELA 15) ao compara-los com valores encontrados por Cais-Sokolinska; Wojtowski;
Pikul (2016) que obtiveram variagao de 438 a 81 g.s. em amostras de Kefir. No entanto, a
viscosidade para as duas formulagdes (F4 e F8) variaram significativamente (p<0,05) entre os
tempos de avaliacdo da estabilidade. O mesmo foi observado por Fernandes et al. (2017).

Foi observado também que os valores de viscosidade oscilaram durante a
estabilidade do leite fermentado concordando com Temiz; Kezer (2015), os quais, em sua
pesquisa, apontaram comportamentos semelhantes.

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antioxidante total nas amostras do
leite fermentado Kefir adicionado de polpa de acai aumentaram conforme o periodo do
estudo da estabilidade, apresentando diferencga significativa (p<0,05) entre todos os tempos
de armazenamento (TABELA 15). Tal comportamento pode ser explicado pelo provavel
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acumulo de acido latico no periodo de armazenamento concordando com Gunenc et al.
(2017) ao avaliarem a atividade antioxidante e solubilidade mineral de lentilhas germinadas
durante a fermentacdo em kefir observaram que a atividade antioxidante das amostras
aumentou com o tempo de armazenamento de 14 dias.

Nurliyani et al. (2015) ao avaliarem a influéncia das propriedades de Kefir
preparado com extrato de leite de cabra e arroz preto nas células  pancredticas em ratos
diabéticos obtiveram resultados semelhantes para a atividade antioxidante dos produtos, no
periodo de 7 dias. Os autores afirmaram que o aumento deste parametro foi devido a
degradacao de componentes do leite fermentado Kefir por microrganismos, produzindo
compostos fenolicos durante o armazenamento. Kok-Tas; Budak; Guzel-Seydim (2013)
compararam a atividade antioxidante de componentes bioativos presentes em graos de Kefir e
no leite fermentado Kefir, obtendo comportamento semelhante ao desta pesquisa.

Como era esperado, a analise da atividade antioxidante total realizada através do
método de captura ABTS*" ndo determinou atividade antioxidante na formulagdo F8 (Kefir

controle).

4.5.2 Estabilidade microbioldgica

Os resultados para a estabilidade microbioldgica do leite fermentado Kefir
adicionado de polpa de agai durante o periodo de 45 dias estdo dispostos nas Tabelas 16 e 17.

A partir dos resultados das contagens de bactérias acido laticas nas formulagdes
de leite fermentado Kefir adicionado de polpa de agai observou-se que na amostra F8 houve
decréscimo no numero de coldnias bacterianas até dia 30, voltando a aumentar no dia 45
(TABELA16). Tal fato pode estar relacionado ao comportamento da acidez (TABELA 15).

A amostra F4 apresentou diminuicao da contagem de bactérias acido laticas
(UFC/g), quando foram comparados os quatro tempos avaliados no periodo de 45 dias de
armazenamento (TABELA 16). A maior acidez da amostra F4 provavelmente ocasionou
redu¢do no numero de bactérias acido laticas. Corroborando com este resultado, Kazakos et
al. (2016) apontaram que a quantidade de bactérias acido laticas decresceram durante os dias
de armazenamento sendo influenciado pelo aumento da acidez determinada no mesmo

periodo.
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Tabela 16 — Resultados médios para a contagem das bactérias acido laticas do leite

fermentado Kefir adicionado de polpa de agai durante armazenamento a 10°C

Tempo de armazenamento (dias) a 10°C

Amostras 0 17 30 45
F8 1,74 x 10® 1,07 x 10® 0,68 x 10® 0,89 x 10®
F4 2,53x 10° 1,50 x 10® 0,99 x 10® 2,15x 107

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: F4 (Kefir com 36 h de fermentac@o e 20 % de polpa de agai, F8 (Kefir controle).
Resultados obtidos em UFC/mL de leite fermentado.

A contagem de bolores e leveduras cresceu até os 15 primeiros dias de
armazenamento para as duas formulacdes (F4 e F8), decaindo nos ultimos 15 dias (TABELA
17). Para tal verificou-se que os bolores e as leveduras estudados demonstraram maior

sensibilidade ao aumento da acidez no periodo da estabilidade.

Tabela 17 — Resultados médios para a estabilidade de bolores e leveduras em leite

fermentado Kefir adicionado de polpa de agai

Tempo de armazenamento (dias) a 10°C

Amostras 0 17 30 45
F8 2,2 x 10° 0,71 x 107 1,93 x 10° 1,1 x10°
F4 6,3 x 10° 0,19 x 107 0,52 x 10°¢ 0,17 x 10°

Fonte: Proprio autor (2017).
Legenda: F4 (Kefir com 36 h de fermentagao e 20 % de polpa de agai, F8 (Kefir controle).
Resultados obtidos em UFC/mL de leite fermentado.

Leite ef al. (2013a) que estudaram analises microbiologicas e quimicas de Kefir
brasileiro durante o processo de fermentacdo e armazenamento, obtiveram resultados
constantes (mesmas unidades log) tanto para bactérias acido laticas como para leveduras.
Fernandes et al. (2017) relataram que as contagens de bactérias acido laticas foram superiores
a 7,8 log UFC/g porém, as de leveduras se mantiveram inferiores a 6 log UFC/g de amostra
quando avaliaram os teores isoflavonicos e fenolicos totais de armazenamento de leite de soja
fermentado com Kefir. Os autores afirmaram que os valores microbiologicos encontrados
atenderam aos requisitos exigidos pela legislagdo (BRASIL, 2007) e que um produto pode ser
considerado probiodtico se durante toda a vida util tiver um minimo de 6 log UFC/g de
bactérias acido latico.

Segundo Fiorda et al. (2016) em sua pesquisa obtiveram crescimento constante

tanto para bactérias acido laticas como para bolores e leveduras analisados durante os 35 dias
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de armazenamento. Brien et al. (2016) observaram que os lactobacilos, lactococos e as
leveduras foram significativamente reduzidos em ntimero durante 30 dias de congelamento,
apos analisarem os efeitos do armazenamento congelado na sobrevivéncia de
microorganismos probidticos encontrados no Kefir tradicional e comercialmente fabricado.
Os autores afirmaram que apesar das baixas contagens em ambas as amostras, a quantidade

de microrganismos ainda foi maior no Kefir tradicional que no comercial.
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5 CONCLUSOES

Os resultados observados durante a realizacdo deste trabalho permitiram chegar as

seguintes conclusoes:

O leite fermentado Kefir apresenta boa aceitagdo sensorial. Apesar da amostra
controle (F8) exibir desempenho sensorial melhor, a adi¢do de 20 % de polpa de acai
ao Kefir fermentado em 36 h também foi bem apreciado pelos consumidores.

O tempo de fermentacdo estudado de 24, 36 e 48 horas influencia nas caracteristicas
fisico-quimicas de acidez, pH, viscosidade e atividade antioxidante total das amostras
de Kefir avaliadas. Neste sentido, ha correlagdo positiva entre a acidez e atividade
antioxidante, pois observou-se que valores de acidez mais elevados aumentam a
atividade antioxidante do Kefir adicionado de polpa de acai.

A acidez caracteristica do produto interfere na aceitagdo pelos consumidores. O Kefir
com menor tempo de fermentagdo (24 h) apresenta menor teor de acidez, sendo
apontado como de acidez ideal.

Da mesma maneira, a concentragdo da polpa de agai influencia na acidez e na
aceitagdo das amostras de Kefir. O aumento da concentragdo de polpa diminui a
acidez no produto final. Dentre as concentragdes avaliadas, a amostra F4 ¢ a mais
aceita, sendo a concentragdo de 20 % indicada como sabor de agai ideal.

No periodo de armazenamento estudado de 45 dias, o leite fermentado Kefir e o
adicionado de polpa de acai apresentaram-se estaveis. Em ambos produtos, o pH
diminui, enquanto a acidez ¢ a atividade antioxidante total aumentam com o tempo.
Apesar das propriedades probidticas dos microrganismos presentes no Kefir nao
terem sido avaliadas, a contagem de bactérias acido laticas em torno de 107 a 10°
demonstram que o produto exibe potencial probiotico.

Portanto, os leites fermentados Kefir com ou sem polpa de agai sdo produtos novos
para o mercado brasileiro, com potencial probiotico, boa aceitagdo sensorial, com
atitude positiva de aquisi¢ao pelos consumidores e maior estabilidade que os demais

leites fermentados.
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ANEXOS

FORMULARIO PARA ANALISE SENSORIAL
Nome: Data:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino Idade: () 18-25 ( )26-35 ( )36-56 ( )acimade 57
Grau de escolaridade:
Por favor, antes de avaliar as amostras responda este questionario.

1- Com que frequéncia vocé consome produtos lacteos?  2- Com que frequéncia vocé consume de produtos com agai?

() Semanalmente () Ocasionalmente () () Semanalmente( ) Ocasionalmente( ) Quinzenalmente
Quinzenalmente ( ) Nao consumo () Nao consumo

3- O quanto vocé gosta de leite fermentado? 4- Com que frequéncia vocé consume leite fermentado?

() Gosto muitissimo () Gosto moderadamente () Semanalmente () Ocasionalmente

() Nao gosto () Gosto muito ( ) Gosto ligeiramente () Quinzenalmente () Nao consumo

5- O quanto vocé gosta de acai?
() Gosto muitissimo () Gosto moderadamente
() Néo gosto () Gosto muito ( ) Gosto ligeiramente

Por favor, avalie cada uma das amostras servidas utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou
desgostou com relacdo a cor, aroma, sabor, consisténcia, sabor residual e impressao global.

9. Gostei muitissimo

Amostras | Cor | Aparéncia | Aroma | Sabor | Sabor Consisténcia | Impressio
residual Global
9.Gostei muitissimo 5. Nem gostei, nem desgostei
8. Gostei muito 4. Desgostei ligeiramente
7. Gostei moderadamente 3. Desgostei moderadamente
6. Gostei ligeiramente 2. Desgostei muito

1. Desgostei muitissimo

Por favor, avalie a ACIDEZ, CONSISTENCIA E SABOR DE ACAf do produto e indique, utilizando a escala
abaixo, o quao proximo do ideal estd a consisténcia de cada amostra.

Amostras Acidez Consisténcia | Sabor de acgai
+4 Extremamente mais forte que o ideal --1 Ligeiramente menos forte que o ideal
+3 Muito mais forte que o ideal --2 Moderadamente menos forte que o ideal
+2 Moderadamente mais forte que o ideal --3 Muito menos forte que o ideal
+1 Ligeiramente mais forte que o ideal --4 Extremamente menos forte que o ideal

0 Ideal

9- Avalie a sua inten¢ao de compra
5.Certamente compraria Amostras Atitude de Compra
4 Provavelmente compraria
3.Tenho duvida se compraria
2.Provavelmente ndo compraria
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1.Certamente ndo compraria
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