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Resumo

Os objetivos deste estudo foram avaliar a variabilidade das temperaturas nos extratos da C. esculenta
fermentado por kefir a temperatura ambiente para obtencdo da bebida fermentada (CeKB) artesanal, e
analisar a cinética de fermentacdo do kefir para obtencdo da CeKB em temperaturas controladas. Os
procedimentos para preparo do extrato, adaptacao do kefir e inoculacdo dos graos seguiram a metodologia
padronizada para obtencdo da bebida. As temperaturas dos extratos fermentados a temperatura ambiente
foram mensuradas em trés diferentes periodos do ano. Para avaliacdo da cinética de fermentacdo, os graos
de kefir adaptados foram inoculados ao extrato de C. esculenta (10%, m:v) e submetidos a fermentacao
em sistema de banho-maria a 25°, 30° e 35°C. Temperatura e pH foram mensurados periodicamente
durante 4 horas de fermentacdo. O teor etandlico (g/L) da CeKB foi determinado em 4 h por CG-FID. As
temperaturas dos extratos na CeKB artesanal apresentaram variagdes significativas entre 22,5°C a 28,4°C.
Durante a fermentagdo em temperaturas controladas, antes de 0,5 h e em 2,5h, os extratos atingiram pH
padronizado de 5,0 respectivamente para 35°C e 30°C, e a 25°C ndo atingiu este pH durante todo o
processo. A incubacdo a 30°C propiciou melhor linearidade na velocidade de fermentagdo do kefir de
inhame e menor variagdo de temperatura entre extrato e incubagdo. O estudo evidenciou uma
variabilidade de 10% de perda de calor do extrato de C. esculenta durante a fermentacdo que deve ser
considerada na elaboracdo das CeKB em diferentes temperaturas, bem como pode ser aplicavel a outros
substratos de kefir.

Palavras-chave: Taro, kefir de dgua, cinética de fermentacéo, etanol, cultura simbiética

Abstract

This study aimed to evaluate the variability of temperatures in the kefir-fermented C. esculenta extracts
(CeKB) at room temperature for obtaining the artisanal fermented beverage, and the kefir fermentation
kinetics at controlled temperatures for CeKB production. Procedures for extract preparation, kefir grain
adaptation, and inoculation followed the standardized methodology of CeKB. Room temperatures of
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fermented extracts were measured at three different annual periods. To evaluate the fermentation Kinetics,
the adapted kefir grains were inoculated with C. esculenta extract (10%, w:v) and subjected to
fermentation in a water bath system at 25° 30° and 35°C. Temperature and pH were measured
periodically for 4 hours. The ethanol content (g/L) in CeKB was performed by GC-FID. The temperatures
of the extracts in the artisanal CeKB showed significant variations (22.5°C to 28.4°C). During
fermentation at controlled temperatures, before 0.5 h and at 2.5 h, the extracts reached a standardized pH
of 5.0 respectively for 35°C and 30°C, and at 25°C they did not reach this pH. Incubation at 30°C provided
better linearity in kefir fermentation speed and lower temperature variation between extract and
incubation. The study showed a variability of 10% in temperature loss of the C. esculenta extract during
fermentation, which must be considered in the elaboration of CeKB at different temperatures, as well as

applying to other kefir substrates.

Keywords: Taro, water kefir, fermentation kinetics, ethanol, symbiotic culture
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Introducéo

Kefir é o nome tradicional dado as bebidas obtidas através do processo de fermentagdo por grdos de
kefir em substrato lacteo de origem animal ou em substrato vegetal, e sua composicao microbiol6gica pode
variar de acordo coma origem territorial [1,2]. O kefir de agua, ou kefir agucarado, € assim denominado quando
a bebida é produzida pela inoculacdo dos grdos em uma solucdo de agua e sacarose [3], o qual, durante a
fermentacdo, produz acido latico, CO,, etanol, &cido acético e varios outros produtos, incluindo compostos
aromaticos volateis, formados pela associa¢do simbidtica dos microrganismos presentes [2].

Em geral, no kefir de 4gua estdo presentes bactérias acido-acéticas, acido-lacticas, bifidobactérias [4]
e, de forma dominante, as leveduras Saccharomyces sp., devido ao alto teor de sacarose que favorece a sua
multiplicacdo [5]. A presenga desses microrganismos, especialmente com acgdo probidtica, confere a bebida
propriedades funcionais e nutricionais que vao desde a protecdo do trato gastrointestinal, modulacdo da
resposta imune [6], além de efeitos anticarcinogénicos, antinflamatérios [7], prevencdo de doencas crénicas
ndo transmissiveis como diabetes e hipertensdo [8] e efeito positivo nos parametros sanguineos de colesterol
total e LDL-Colesterol de individuos dislipidémicos [9,10].

Dentre as opcBes de substratos de origem vegetal utilizados para a producéo de kefir estdo as frutas,
vegetais [11] etubérculos, comoa Colocasia esculenta [12]. A C. esculenta, uma variedade de inhame
conhecida como taro ou inhaminho, além de ser um alimento de fécil cultivo, apresenta um elevado rendimento
e um alto valor como matéria-prima alimenticia devido as suas caracteristicas de facil digestibilidade, alto
valor energético, alto contetido de vitaminas do complexo B, célcio, fosforo, ferro [13], alto teor de fibras [14]
antocianinas e fitoesterdis [15]. O extrato desse tubérculo é utilizado como substituto do leite de vaca em
variadas preparaces [11] e as suas caracteristicas nutricionais podem contribuir para agregar ainda mais
qualidade nutricional e funcional a bebida produzida com kefir [16].

Embora a grande maioria da producdo de kefir seja de forma artesanal e em pequena escala em alguns
paises, a tendéncia € que a producéo dessa bebida ganhe cada vez mais espaco no cendrio industrial, isso porque
a nivel global, é possivel observar um crescimento na procura por alimentos saudaveis com propriedades
funcionais [17] e um crescente investimento da indUstria alimenticia em pesquisas e tecnologias visando
ampliar os efeitos benéficos desses alimentos a satde do consumidor [18].

No Brasil, a induistria de alimentos saudaveis vem assumindo crescimento médio de 12,3% ao ano,
com destague para os setores de alimentos que utilizam matéria-prima de origem vegetal [19]. Esta tendéncia,
estimulado pelo aumento das doencas crbnicas ndo transmissiveis, pode estar associada ao aumento do

interesse da populacdo em praticas alimentares saudaveis [20], reflexGes éticas que envolvem o bem-estar
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animal e a procura por outros estilos de vida que se isentam do consumo de alimentos de origem animal como
0 vegetarianismo e o veganismo ou ainda por limita¢des fisioldgicas, intolerancia ou alergias alimentares [11].

Neste contexto de alimentos veganos, Pinto et al. [12] descreveram que a bebida vegetal de C.
esculenta fermentada por kefir (CeKB) apresentou potencial para producdo em escala industrial, especialmente
em temperaturas controladas, ja que, de forma artesanal, € realizada em temperatura ambiente e pode apresentar
variabilidade e influéncia no produto final, especialmente nos parametros-fisico-quimicos durante a
fermentacdo. O conhecimento acerca da modulagdo do processo de fermentacdo, como a analise cinética e seus
parametros (como pH, temperatura e concentracdo de nutrientes) contribui para os processos biotecnolégicos
[11] e permite tracar condutas de intervencdo para otimizar os produtos desejaveis pelas industrias,
possibilitando cada vez mais a criacdo de alimentos singulares e variados.

Considerando o aumento crescente da industria de alimentos saudaveis, o grande potencial do extrato
de inhame (C. esculenta) para o desenvolvimento de bebidas fermentadas e a importancia de compreender os
parametros de modulacdo do processo de fermentacdo deste substrato pelos grdos de kefir de agua, o presente
trabalho teve como objetivos analisar a variacdo da temperatura ambiente para obtencdo da CeKB de forma
artesanal e analisar a cinética de fermentacdo do kefir no extrato aquoso de C. esculenta para obtencdo da

CeKB em temperaturas controladas.

Metodologia

Preparo da bebida de C. esculenta fermentada por kefir (CeKB) artesanal

Inicialmente foi elaborado um extrato aquoso de C. esculenta. O tubérculo foi higienizado e colocado
em remolho por 24 horas, para redugdo no teor de oxalato, conforme sugere o método de processamento
padronizado por Pinto et al.[12]. Ap6s o processo, foi triturado em agua e filtrado, constituindo o extrato
aquoso de C. esculenta.

Para a producéo da bebida fermentada, os grdos de kefir passaram previamente pela etapa de adaptacéo
que consiste na inoculacdo dos grdos (10%, m:v) no extrato aquoso adicionado de 5% de sacarose (m:v),
durante trés dias consecutivos, com troca do substrato a cada dia, conforme descrito por Pinto et al.[12]. Ap6s
a etapa de adaptacéo, os gréos (10%, m:v) foram inoculados ao extrato de C. esculenta adicionado de 5% de

sacarose (m:v), acondicionados em recipiente fechado e ambiente escuro, durante 4 h de fermentacéo, para
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obtencdo da CeKB [12]. Toda a descricdo do processo estd sob registro de depostio de patente
(BR10202001428).

Avaliacdo da variabilidade de temperatura de fermentac&o da CeKB artesanal

A elaboracdo e mensuracdo das temperaturas da CeKB artesanal foram realizadas em trés diferentes
periodos do ano, sendo eles junho, outubro e marco, compreendendo 3 diferentes estacbes do ano e
categorizados em Periodo 1 a 3, respectivamente.

Durante as 4 h de fermentacdo a temperatura ambiente, as temperaturas dos substratos com 0s graos

inoculados foram mensuradas em sete replicatas, de forma aleatoria, durante o processo.

Avaliacdo da cinética de fermentacdo do kefir para obtencdo da CeKB em temperaturas

controladas
Mensuracéo de pH e temperatura

Apo0s a etapa de adaptacdo, descrita anteriormente, os graos de kefir foram inoculados ao extrato de C.
esculenta em 10% (m:v), e submetidos a fermentagdo em um sistema isolante térmico com banho-maria nas
temperaturas de 25°, 30° e 35°C, controladas por termostato M14 20-120°C (Resispar). A temperatura e o pH
dos extratos fermentados foram mensuradas de forma periddica, em duplicata, a cada 30 minutos durante 4
horas (tempo padronizado para obten¢do da CeKB segundo Pinto et al., [12]. Para esta andlise, os extratos
foram inoculadaos em recipientes fechados e as leituras realizadas individualmente, para cada replicata. As
temperaturas apresentadas no termostato também foram registradas de forma periddica para avaliacdo da
variabilidade entre a temperaura do sistema banho-maria e a apresentada nos substratos em fermentacao.

A temperatura no extrato fermentado foi mensurada termémetro Culinario Digital KP-8007 (Luatek)
e a determinacdo do pH foi feita utilizando um pHmetro de (Akso — Ak90) (0,0 a 14 pH), devidamente
calibrado de acordo com instrugdes do fabricante. Foram identificados o tempo necessario de fermentacédo em
cada temperatura para que a bebida atingisse pH de 5,0, conforme a bebida padronizada a temperatura ambiente

durante 4 horas de fermentacéo [12].

Quantificagdo de etanol

A determinacdo do teor de etanol (g/L) foi realizada nos extratos fermentados no tempo de 4 h,

submetidos as temperaturas controladas (25°, 30° e 35°C), segundo método adaptado de Martinez-Torres et
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al. [21]. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos e retirado o
sobrenadante. Os vials de Headspace foram preparados com a adicdo da amostra e padrdo interno de 1-
Propanol e foram submetidos a 70 °C por 30 minutos. A fracdo volatil foi injetada no sistema Cromatografia
Gasosa com detector de lonizagdo por Chama (FID) com coluna inox (2 m x 2 mm) empacotada com
Carbowax 1500. As temperaturas da coluna, injetor e detector foram de 120 °C, 150 °C e 150 °C
respectivamente. O N foi o gas carrreador e 0 H; foi 0 gas da chama com fluxo de 15 mL/min. As amostras
foram analisadas em quatro replicatas e o sinal analitico convertido através de uma curva de calibragdo, em
triplicata, de 1 a 10 g/L (R2 =0,9962).

Analise Estatistica

Para avaliar diferencas e o nivel de significancia entre as temperaturas ambientes registradas nos trés
periodos do ano, foi aplicado o teste de Kruskal —~Wallis (p6s-hoc) e Dunn’s Multiple comparison test COMO
pos-teste. A analise de regressao linear foi aplicada para identificacdo da equacdo da reta e R2 e posterior
avaliacdo da curva de fermentacdo do Kefir em temperaturas controladas (25, 30 e 35°C). Para avaliacdo do
nivel de significancia da variacdo percentual do teor de etanol e da temperatura interna do extrato e a registrada
no termostato durante a fermentacdo (25, 30 e 35°C) foi aplicado One-Way (ANOVA) e Teste Tukey como
pos-teste. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad V5. (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram considerados significativos no intervalo de
confianga de 95% (p<0,05).

Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta a variacao das temperaturas no extrato de C. esculenta durante a fermentacdo do
kefir a temperatura ambiente para obtencdo da CeKB artesanal. As temperaturas no extrato apresentaram
variagdes, com média de 22,5°C + 1,2 para o periodo 1; 28,3°C +1,4 para o periodo 2 e 28,4°C +1,1 para o
periodo 3. Houve diferenga estatistica entre o periodo 1 comparado com o0 2 e 0 3 (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente). As menores temperaturas registradas no extrato durante a fermentagdo no periodo 1,
observada pelos dois pontos mais distantes da média (Figura 4) foi de 22,6°C, seguida de 23,3°C, enquanto

para os periodos 2 e 3 a menor temperatura foi de 25,7°C e 26,5°C, respectivamente.
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Figura 1. Variacéo das temperaturas do extrato de C. esculenta durante a fermentacéo do kefir em
temperatura ambiente para obtencdo da CeKB artesanal. Periodo 1, 2 e 3, respectivamente inverno (Junho),
primavera (Outubro) e outono (Marco) no hemisfério Sul. (*) p<0,05 e (**) p<0,001 em comparagdo com o

Periodo 1 (Kruskal- Wallis e Test de Dunn).

A temperatura e o tempo de fermentacdo sdo parametros importantes no processo de obtengéo da bebida
fermentada por kefir, pois influenciam os componentes potenciais de promocao da salde e os beneficios
associados ao seu consumo, tais como unidades de microrganismos, acidos organicos e metabolitos gerados.
A relacdo entre tempo e temperatura é inversamente proporcional e quanto menor a temperatura, mais
estendido serd o processo fermentativo e maior serd a conversdo do substrato em acidos, resultando em uma
bebida com caracteristicas sensoriais mais préximas ao vinagre [22,23].

Durante os periodos do ano € possivel observar uma variacao nas temperaturas ambientes em decorréncia
das mudancas climaticas caracteristicas das estacBes do ano. Segundo o Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais [24], entre junho e agosto, predomina no Nordeste do Brasil, temperaturas amenas tipicas do inverso
da regido, com temperatura maxima de aproximadamente 26,5 °C e minima de 22,1°C. Em marco, no outono,
ocorre a transi¢do entre o verdo e inverno e é possivel notar temperaturas mais homogéneas variando em torno
de 24,1°C (minima) e 30-32°C (maxima), e em outubro, na primavera, nota-se temperaturas com valores mais
elevados em fungéo da forte radiacdo solar e da maior frequéncia de dias com céu claro, com temperaturas
maximas e minimas nessa época que variam de 28,1°C e 22,5°C respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 1 se aproximam das médias das temperaturas maxima e minima,
caracteristicas das estagcbes do ano nos periodos em que foram mensuradas, evidenciando a variagdo das
temperaturas ambiente ao logo do ano. Dada essa a influéncia, pode-se inferir que o processo fermentativo sob
temperaturas controladas pode contribuir para a otimizacdo da fermentacdo e, consequentemente, favorecer as

caracteristicas finais das bebidas fermentadas de forma mais padronizada.
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A Figura 2A apresenta a curva de fermentacdo do kefir no extrato de C. esculenta submetidos as
temperaturas de 25°, 30° e 35°C, durante 4 horas de fermentacéo, em fungdo dos valores de pH. Inicialmente,
os valores de pH nos extratos foi de 5,5 + 0,2 reduzindo ao longo do tempo, conforme ja esperado em
fermentacdes envolvendo microrganismos que realizam fermentagdo acido-lactica ou &cido-acética [25]. O pH
inicial dos extratos estd em concordancia com o pH relatado na literatura acerca dos graos de kefir utilizados
para obtencdo das bebidas fermentadas [12]. A analise de regressao indicou R2? de 0,9000 para 25°C, R2 de
0,9148 para 30° e R2 de 0,8033 para 35°C, indicando melhor linearidade na temperatura de 30°C quanto a
reducdo do pH e, consequentemente, na velocidade de fermentacéo.

Como a redugdo do pH na CeKB artesanal foi associado estatisticamente com o crescimento dos
microrganismos com potencial probidtico e também foi o fator critico para delimitagdo do tempo de
fermentacdo, o que envolvia aspectos sensoriais da bebida [12], este pH 5,0 foi considerado como parametro
limite para estabelecer o tempo de fermentacdo da CeKB em temperatura controlada.

Assim, é possivel observar que o tempo necessario para a producdo da bebida variou nas diferentes
temperaturas avaliadas. Antes dos primeiros 30 minutos de fermentacdo (0,5 hora) a temperatura de 35°C, o
extrato apresentou pH de 5,0 (Figura 5). E provavel que nesta temperatura, os nutrientes estejam sendo mais
bem aproveitados pelos microrganismos fermentadores e haja otimizacao do crescimento e multiplicagdo dos
mesmos, 0 que aumenta a producdo de metabolitos responsaveis pela diminuicdo do pH de forma mais rapida,
como é o caso das bactérias acido-laticas que apresentam crescimento 6timo em temperaturas de 35 a 45°C
[26].

Graca et al.[27] observaram a influéncia dos nutrientes presentes no substrato vegetal (polpa de cupuagu)
no processo de fermentagdo. Os autores descreveram que a reducdo do pH pela adicdo da polpa promove um
aumento da disponibilidade de glicose e frutose e estes nutrientes podem ser metabolizados com facilidade
devido ao seu rearranjo molecular contribuindo para o crescimento mais rapido de algumas espécies de
microrganismos presentes nos graos do kefir, como as leveduras.

No entanto, esse rapido abaixamento do pH pode implicar na selecdo de alguma espécie de
microrganismo e na reducédo da velocidade de crescimento de outras espécies presentes na bebida, que também
podem ser de interesse, como probiético, durante seu acondicionamento. Também pode interferir na etapa de
maturacdo, a qual se configura um importante ambiente redutor para incorporagao de substancias sensoriais ao
produto que impactam diretamente na vida Gtil e na aceitabilidade do mesmo [28,29] etapa esta que ocorre na

CeKB apos a fermentacao.
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Figura 2. A: Curva de fermentacdo do kefir no extrato da C. esculenta em func¢éo do valor de pH em
temperaturas controladas. Linhas pontilhadas em azul indicam tempo necessario para a bebida atingir pH 5,0.
Valores de R2 para 25°C: 0,9000, 30°C: 0,9148 e 35°C: 0,8033. B: Teor de etanol (g/L) na CeKB apdés 4 h de

fermentacdo em temperaturas controladas.

Para a temperatura de 30°C, a obtencdo da CeKB ocorre em aproximadamente 2 horas e meia de
fermentacdo (Figura 2A), esse processo pode ser beneficiado por estar na faixa média de temperatura 6tima
para o crescimento de variadas espécies presentes no kefir. O tempo maior para atingir o pH 5,0 em comparacéo
com a temperatura de 35°C pode estar relacionado a uma reducéo da atividade metabolica dos microrganismos
em razdo do distanciamento da faixa de temperatura considerada como 6tima para o desenvolvimento dessas
atividades [11].
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Fiorda et al. [25] desenvolveram uma bebida utilizando o mel como substrato para a fermentacao a partir
dos graos de kefir de 4gua a 30°C e observaram a necessidade de manter a fermentacdo durante 24h. O
crescimento dos grdos e aumento na contagem de bactérias &cido-laticas e leveduras permaneceu constante até
o final do periodo de armazenamento (35 dias). Testes anteriores de otimizacdo da fermentacao foram feitos
nesse estudo e evidenciaram a temperatura de 30°C, além da concentracdo do substrato, como melhor condigao
para a producdo da bebida fermentada com mel. Outro estudo envolvendo a otimizacdo do cultivo de graos de
kefir por fermentacdo utilizando lentilhas como substrato observou que a temperatura de 30°C promoveu
maiores propriedades antioxidantes [30]. Sendo assim, além da temperatura de 30°C indicar uma curva de
fermentacdo mais estavel no presente estudo, nesta temperatura, algumas propriedades funcionais podem ainda
ser mais favorecidas.

No que diz respeito a temperatura de 25°C, notou-se que ao longo das 4 horas de fermentacéo, o extrato
ndo atingiu o pH necessario para a obtencdo da bebida, indicando que essa temperatura ndo foi favoravel a
otimizacdo do processo (Figura 2A). A partir da analise de temperatura 6tima para o desenvolvimento de
microrganismos especificos, € possivel inferir que esta temperatura pode favorecer um desenvolvimento maior
de leveduras em comparagdo com as bactérias acido-laticas e acido-acéticas, sendo essas Ultimas consideradas
microrganismos-chave no processo de fermentacdo do kefir de agua [31].

Ao utilizar a equacdo da reta obtida através da analise de regresséo linear para fermentacdo a 25°C (y =
-0,09x +5,4633; r2 = 0,9), pode-se identificar, hipoteticamente, que o extrato poderia atingir pH 5,0 apds 5,15h
de fermentacdo. Outros estudos, que abordam a utilizacdo de diferentes substratos para a elaboracao de bebidas
fermentadas de kefir, descrevem um tempo necessario para fermentacdo igual ou superior a 24h. Como
exemplos podem ser citados o extrato de figo cujo processo de fermentacdo se estende de 3 a 8 dias a 21°C
[32,33], o extrato de pequi durante 24h a 22°C [34] e a bebida com mel durante 24h a 30°C [25]. No entanto,
o curto intervalo de fermentacdo e elaboracdo da bebida a base de C. esculenta fermentada por kefir, sugere
que o tubérculo possua em sua composic¢do nutrientes que favorecam esse processo [12] e que ainda ndo foram
identificados tais como tipos de polissacarideos, vitaminas e minerais. Laureys et al. (35) descobriram que a
concentragao de célcio possui uma influéncia no crescimento dos gréos de kefir de agua. O aumento da massa
dos graos e 0 metabolismo dos microrganismos também podem estar associados ao contetdo de nitrogénio e
carbono [36], confirmando a importante participa¢do do substrato nos processos de obtencgao da bebida.

A média do teor de etanol determinado (g/L), respectivamente para 25°C, 30°C e 35°C, ap6s 4h de
fermentacéo foi de 1,90+0,14, 2,32+0,16 e 2,62+0,07 (Figura 2B). Apesar dos teores apresentarem uma curva
ascendente com o aumento da temperatura, ndo houve diferenca estatistica no teor etandlico da CeKB nas
diferentes temperaturas. Estes valores foram similares aos observados por Bueno et al. [37] na producdo da
bebida de polpa de pitaya fermentada por kefir a 25° por 24h atingindo uma concentragdo de etanol de
0,22g/mL (2,29/L).
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A concentragdo de etanol em bebidas fermentadas por kefir de agua varia de acordo com as condicfes
de fermentagdo, como a concentracdo de sacarose e dos grdos utilizados, o tipo de substrato, tempo e
temperatura de fermentacdo [38,39,40] e, a partir das variacbes dos metabolitos, € possivel determinar as
caracteristicas sensoriais da bebida fermentada [33].

Na produgdo artesanal, o aglcar mascavo, é a fonte de carbono mais utilizada na fermentacdo do kefir
de &gua, quando esta é gradativamente substituida por glicose e frutose durante o processo de fermentacao,
observa-se um declinio nas taxas de producdo de etanol [41]. Isso explica no geral a baixa concentracdo de
etanol nas bebidas fermentadas por kefir, que podem variar de 0,2%-2% (p/v) [40], o que corroborou com 0s
dados do presente estudo que identificou 0,24 a 0,33% (ABV% ou alcool por peso) na CeKB nas diferentes
temperaturas. Diferentemente, bebidas lacteas fermentadas, de acordo com a Resolugéo n° 46 de 23 de outubro
de 2007 e o Codex Alimentarius, apresentam teores maiores de etanol com limites entre 0,5% a 1,5% [42; 43].

A disponibilidade de oxigénio também pode afetar a composicao quimica do produto final, uma vez que
condicdes aerdbicas também favorecem a proliferacdo de bactérias acido-acéticas resultando em um aumento
na concentracdo de &cido acético e o que sugere oxidagdo do etanol e diminuicdo do seu teor [34], embora o
crescimento das leveduras, que também sdo responsaveis pela producgédo de etanol como subproduto de seu
metabolismo, se mantenha durante o processo [44]. Neste contexto, a acidificacdo rapida promovida no extrato
de C. esculenta a 35°C pode ter contribuido para a hidrolise da sacarose e aumento da disponibilidade de
glicose e frutose, conforme relatado por Graga et al. [27], e isso pode ndo ter favorecido uma producdo de
etanol mais expressiva frente as outras temperaturas avaliadas de 25 e 30°C. Assim, o controle do pH acido,
pela temperatura e velocidade de fermentacdo, pode ser um fator critico para a producdo de bebidas mais
alcoolicas de kefir.

A Tabela 1 apresenta as variacdes de temperaturas registradas nos sistemas de incubacdo e as médias
das temperaturas dos extratos fermentados, durante o periodo de andlise. Os sistemas de incubacéo
apresentaram temperatura média de 25,1°C +0,1, 29,9°C £ 0 e 34,2°C £0,2, respectivamente para programagdo
de 25°C, 30°C e 35°C. Foi observado que em todas as situagles, 0s extratos apresentaram temperatura inferior
a da incubac&o e variacao percentual de 10,9 £ 1,9 para 25°C, 8,8 +0,8 para 30°C e 9,6+0,9 para a temperatura
de 35°C Houve diferenca entre a variagdo das temperaturas dos extratos em graus (°C) na incubagéo a 25°C
(p<0,05) e a 30°C (p<0,01) em comparagdo com a de 35°C. Em relagdo a variabilidade percentual, houve
diferenca estatistica entre as variacOes da incubagéo a 25°C e 30°C (p<0,05). Considerando os trés sistemas de
incubac&o, a temperatura a 30°C foi a que apresentou menor varia¢do no extrato e foi observada uma tendéncia
de variacdo média de 2,9°C+0,3 e diferencga percentual de 9,8 £1 menor na temperatura do extrato em relagdo
a da incubacéo.

O recipiente utilizado para acondicionar o extrato durante a fermentacdo poderia influenciar na

resisténcia da transferéncia de calor ao mesmo, especialmente no inicio do processo. No entanto, as variagdes
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de temperaturas ao longo do tempo de fermentacéo do extrato, no sistema de incubagéo (Tabela 1), seguiram
uma tendéncia de variacgao do inicio ao final do processo. Sendo assim, é possivel deduzir, através disso, que
a possibilidade de interferéncia do recipiente na variabilidade entre a temperatura do extrato e a da incubagéo
foi minima.

Partindo da compreensédo da natureza das reacdes de fermentagdo que ocorrem no processo de obtencéo
da bebida e que, de maneira geral, assumem o carater exotérmico, ou seja, liberam calor através das reacoes
para 0 ambiente [35], pode-se compreender que o padrdo de variacdo de temperatura apresentado
possivelmente acontece em razao da energia liberada através dessas reacdes. Esta situacdo indica que ao
trabalhar com temperaturas controladas para obtencdo da CeKB, deve-se considerar uma variacdo média
aproximada de 10% relativo a perda desta temperatura. Sendo assim, a temperatura de incubagdo a 30°C
indicada neste presente estudo como promotora de estabilidade da curva de fermentacdo e otimizacdo do
processo de elaboracdo da bebida em temperaturas controladas, reflete em uma temperatura diretamente da
CeKB de, aproximadamente, 27°C.

Assim, para processos industriais que visem o uso concomitante de outras tecnologias inovadoras como
0 ultrassom para otimizar ainda mais a fermentacdo, ou visem a selecdo e controle de crescimento de
determinadas espécies de microrganismos da cultura simbiética, esta variacdo interna do substrato também

deve ser considerada.
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Tabela 1. Variagao de temperatura do sistema de incubacéo e do Extrato de C.esculenta durante a fermentacdo do Kefir.
Temperatura 25°C Temperatura 30°C Temperatura 35°C
Tempo Incubaca Extrat Variagao Incubaca Extrato Variagéo Incubaca Extrat Variacd
(h) 0 0 0 (°C) 0 0 0
(°C) (°C) °C % (°C) °C % (°C) (°C) °C %
0,5 25,1 23,0+1,0 2,1 8,4 29,8 27,110 2,7 9,1 34,4 30,7 £0,6 3,8 10,9
1 25,4 23,2 £0,1 2,3 8,9 29,9 27,1 0,9 2,9 9,5 34,1 30,5+1,1 3,6 10,6
15 25,1 21,9+0,2 3,2 12,7 29,9 275x11 2,5 8,2 34 30,7£1,6 34 9,9
2 25 22,3104 2,7 10,8 29,9 27,2 0,7 2,7 9,0 34,1 31,3t1,1 2,8 8,2
2,5 25,2 21,7 0,1 3,5 13,7 30 27,2+1,6 2,8 9,3 34,4 31,1+0,8 3,2 9,5
3 24,9 22,4 0,7 2,5 9,8 30 27,214 2,9 9,5 34,2 30,9+0,1 3,4 9,8
3,5 25,4 22,8 £0,6 2,6 10,2 29,9 27,8 £1,1 2,1 7,0 34,1 30,8+1,2 3,4 9,8
4 25,3 22,1 0,2 3,2 12,6 29,9 27,3 1,0 2,6 8,7 34,4 31,6 £0,7 2,8 8,1
Average 25202 224+04 2,7 10,9+1,9 29,9+0,1 27,3 £ 2,620,3 8,8+0,8" 34,2+0,2 30,905 3,3+0,3" 9,6+1,0%
+SD +0,5% 2 1,09 #

Variacdo meédia 2,9+0,3°C 9,8+1,0%

Sistema de incubacdo & Banho-Maria. Temperaturas programadas com termostato a 25°C, 30°C e 35°C. Temperaturas do extrato apresentadas como média e desvio padréo de duplicata.
Letras diferentes na média de variacdo em graus (°C) e percentual indicam diferenca estatistica entre as temperaturas controladas (p<0,5, One-Way ANOVa e Teste Tukey).
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A andlise das temperaturas mensuradas no extrato de C. esculenta durante fermentagdo a
temperatura ambiente, nos diferentes periodos anuais, evidenciou a importancia do controle dos
parametros de temperatura e tempo para padronizacdo e consequente provavel preservacdo das
caracteristicas sensoriais desejaveis ao produto e a manutencao do potencial probi6tico da bebida.

O tempo necessario para obtencdo da CeKB a 30°C foi de aproximadamente 2 horas e meia,
sendo esta temperatura a que apresentou melhor linearidade de velocidade de fermentacdo e menor
variabilidade entre a temperatura do extrato e o sistema de incubacdo. O teor de etanol ndo variou
significativamente entre os extratos fermentados a diferentes temperaturas. O estudo evidenciou uma
variabilidade de 10% de perda de calor durante a fermentacdo que deve ser considerada na elaboracdo
da CeKB, sendo um dado de aplicacdo que também pode se estender a outros substratos e bebidas
fermentadas por kefir, quando o controle da temperatura no substrato for critico para estabilidade e
padronizacao desses produtos.

Dados adicionais sobre a composi¢do quimica do extrato aquoso de C. esculenta e a sua relac¢do
quanto ao favorecimento da fermentacdo do kefir em curto tempo podera auxiliar na compreensao da
dindmica de fermentacgdo de culturas simbidticas e a otimizacdo de processos fermentativos na industria

de alimentos.
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