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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar 0 uso de grdos de kefir agucarados como uma cultura iniciadora para a
produ¢éo de uma nova bebida funcional a base de quinoa (Chenopodium quinoa) saborizada com cacau (Theobroma cacao) em
p6. A fermentagéo foi realizada inoculando os gréos de kefir em extrato de quinoa e agucar mascavo a 5%. Os frascos contendo
os graos de kefir e substrato foram incubados estaticamente a 28 °C durante 24 h. A microbiota de gréos de kefir agucarados
foram identificadas previamente como espécies bacterianas do género Lactobacillus, Leuconostoc e Acetobacter, bem como as
leveduras Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea e Kazachstania. Apos a fermentagao, a bebida foi saborizada com cacau
em pé. O produto foi positivamente qualificado pela analise sensorial (~75% de aceitacéo). Este estudo é o primeiro a relatar a
produgéo de bebida kefir a base de quinoa. Este resultado abre perspectivas para esta aplicagdo inovadora de gréos de kefir
acucarados para o desenvolvimento de bebidas a base de cereais.

Palavras-chave: fermentagao; intolerancia alimentar; probiético; vegetarianismo

Production of quinoa (Chenopodium quinoa) kefir fermented
beverage flavored with cocoa (Theobroma cacao) powder

ABSTRACT: The aim of the present work was to evaluate the use of the sugary kefir grains as a starter culture for the production
of a new quinoa-based (Chenopodium quinoa) kefir beverage flavored with cocoa (Theobroma cacao) powder. Fermentation
was performed by inoculating kefir grains in quinoa extract and 5% brown sugar. Flasks containing kefir grains and substrates
were statically incubated at 28 °C for 24 h. The microbiota of sugary kefir grains were genera Lactobacillus, Leuconostoc and
Acetobacter, as well as yeasts Saccharomyces, Kluyveromyces, Lachancea and Kazachstania. After fermentation, the beverage
was flavored with cocoa powder. The product was positively qualified by sensory analysis (~ 75% acceptance). This study is the
first to report the production of quinoa-based kefir beverage. This result opens up perspectives for this innovative application of
sugary kefir grains for developing cereal-based beverages.
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Introducao

O kefir é uma bebida fermentada probidtica oriunda das
montanhas caucasianas europeias (Almeida et al., 2011;
Magalhdes et al., 2011abc; Guedes et al., 2014). Os graos
de kefir sdo definidos como uma agregacao de leveduras,
bactérias dacido-laticas e bactérias acido-acéticas que
crescem em simbiose e sdo envolvidas por uma matriz de
polissacarideos, o kefiran (Magalhdes et al., 2010ab; Marsh
et al., 2013).

Aos graos inoculados em agua, da-se o nome de graos de
kefir agucarado. Ja para os inoculados em leite, nomeiam-
se graos de leite. Eles podem apresentar algumas diferencas
na propor¢do da microbiota, ja que o leite, por apresentar
lactose, favorece a multiplicagao de bactérias do acido latico.
J4 o agUcar mascavo, devido ao alto conteudo de sacarose,
leveduras do género Saccharomyces é o grupo dominante
(Miguel et al., 2011; Garofalo et al., 2015).

Em termos gerais, os Lactobacillus representam a maior
parte da microbiota do grao de kefir, correspondendo cerca
de 65-80% do total de micro-organismos, seguidos das
leveduras e bactérias do acido acético (Miguel et al., 2011).
Em um periodo de 24 horas de fermentacdo, a massa de
grdos chega a aumentar em cerca de 25% (Farnworth, 2005).
Este crescimento acelerado possibilita que o kefir seja doado
entre os seus produtores. Esta pratica é bastante comum,
principalmente nos paises onde sua produgdo industrial
ainda é pequena, como no Brasil (Fiorda et al., 2017).

As fermentagGes resultantes da ac¢do microbiana
produzem Jacidos latico, acético e gliconico, alcool, gas
carbdnico, vitamina B12 e polissacarideos que proporcionam
as caracteristicas organolépticas Unicas do kefir, além de
favorecer uma melhor digestibilidade pela presenca de
B-galactosidase microbiana no kefir que auxilia na digestdo
da lactose no intestino (Garrote et al., 2001; Puerari et al.,
2012; Fiorda et al., 2017).

Pereira Filho & Furlan (2004) identificaram uma
prevaléncia de 44,11% de intolerancia a lactose em 1088
individuos da Cidade de Joinville (SC), Brasil. Este valor
é considerado muito elevado, visto que a hipolactasia
apresenta como consequéncia uma série de sintomas
gastrintestinais desconfortaveis que podem ser evitados
com uma alimentacdo adequada (Moriwac & Matioli,
2000). Alguns artigos ja discutem o uso do kefir como fator
promotor da remissdo dos sintomas da hipolactasia (Hertzler
& Clancy, 2003). Por ndo possuirem lactose, os extratos
vegetais hidrossoltveis poderiam ser indicados para estes
casos. Exemplos de vegetais capazes de fornecer extratos
hidrossoluveis de qualidade sdo o arroz integral, quirera de
arroz e a quinoa (Bento et al., 2002).

A qualidade da proteina da quinoa é proporcional ao do
leite de vaca (Ranhotra et al., 1993). Além disso, a quinoa
é rica em Oleos vegetais benéficos ao organismo e em
tocoferol (Repo-Carrasco-Valéncia et al., 2003), portanto, a
fermentacdo do seu extrato vegetal pode resultar em um
produto de elevado valor nutricional. Todavia, é importante
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que sejam incorporados elementos para favorecer sua
aceitacdo, ja que se trata de um produto ndo muito comum
na alimentacdo brasileira. Opg¢des de flavorizantes sdo o
cacau em po ou frutas que ndo sejam citricas (Repo-Carrasco-
Valéncia et al., 2003).

Frente a elevada prevaléncia de intolerancia a lactose
na populagdo e tendo em vista os efeitos benéficos da
fermentagdo do kefir e o valor nutritivo da quinoa, este
trabalho apresenta-se com o objetivo de avaliar a composicao
nutricional e aceitabilidade sensorial de extrato vegetal de
guinoa inoculado com grdos kefir agucarados, e saborizado
com cacau em po.

Material e Métodos

Material

O trabalho proposto trata-se de um estudo exploratdrio
de carater experimental que tem por objetivo avaliar
a aceitabilidade e a composicdo nutricional de extrato
vegetal de quinoa, inoculado com graos de kefir de agua,
aromatizado com cacau em pé.

As matérias-primas utilizadas no presente estudo foram:
graos de quinoa, cacau em pd, agucar mascavo e agucar
cristal organico adquiridos no comércio local e graos de kefir
de 4gua obtidos do Laboratdrio de Probidticos da Escola de
Nutricdo, da Universidade Federal da Bahia — UFBA.

Métodos
Extracao de DNA e PCR-DGGE analise do kefir agucarado

A andlise microbioldgica de grdos de kefir agucarados e
bebida fermentada produzida, foi realizada no Laboratério
de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras,
Brasil, de acordo com Puerari et al. (2012). Para analise, 1 g
de amostra de grdos de kefir agucarado e 1 mL de amostra
da bebida fermentada, foram transferidos para um tubo de
plastico e foi submetido a extragdo de DNA usando um kit de
tecido Nucle-oSpin (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha). A
extragao de DNA foi realizada de acordo com as instrugdes
do fabricante. O DNA da comunidade bacteriana foi
ampliado com primers 338fgc e 518r abrangendo a regido
V3 do gene 16S do rDNA. O DNA da comunidade de
leveduras foi ampliado usando os primers NS3 e YM951r. A
amplificacdo foi realizada de acordo com Magalhdes et al.
(2010a). Os produtos de PCR foram analisados pela PCR-
DGGE utilizando o Bio-Rad DCode (Bio-Rad, Richmond, CA,
EUA). As amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida
a 8% (p/v) em 0,59 TAE. A separac¢do 6tima foi obtida com
um gradiente de desnaturagao de uréia-formamida 15-55%
para a comunidade bacteriana e um gradiente de 12-50%
para a comunidade de leveduas. A electroforese foi realizada
durante 3 h a 200 V a 602C, e os géis foram corados com
SYBR-Green | (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) (1: 10
000 v / v) durante 30 min. Os géis foram visualizados em
transluminador (uv) e as imagens foram capturadas usando
uma camera (Concord, EUA). As bandas de PCR-DGGE foram
excisadas dos géis de acrilamida e os fragmentos foram
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purificados usando o kit de extragdo de gel QIAEX Il (Qiagen,
Chatsworth, CA, EUA). O DNA recuperado de cada banda do
PCR-DGGE foi reamplificado usando os primers 338f (sem
grampo GC) e 518r para bactérias e NS3 (sem grampo GC)
e YM951r para leveduras. Os amplicons de PCR foram entdo
sequenciados (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Pesquisas no GenBank (http://www. Ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/) foram realizadas para determinar a similaridade
com as sequéncias de DNA ribossdmico obtidas.

Obtencdo do extrato vegetal de quinoa

O extrato de quinoa foi obtido por meio de adaptac¢do da
metodologia descrita por Bicudo et al. (2012) e Bento et al.
(2012). A quinoa foi colocada de remolho por um periodo de
uma hora. Apds isso, foi cozida por um periodo de dezessete
minutos e em seguida os graos foram lavados em agua
corrente e triturados com agua filtrada em liquidificador
na proporgado de 1:2 (quinoa:agua). O conteudo sélido foi
separado do liquido por meio de peneira fina plastica.

Cultivo dos graos de kefir

Durante o periodo de sete dias (periodo de adaptagdo),
os graos foram adaptados em temperatura ambiente numa
solucdo contendo extrato vegetal de quinoa e acgucar
mascavo com troca de solugdo em um intervalo de vinte e
quatro horas (Figura 1). Apds o periodo de adaptacdo, os
graos foram inoculados (em triplicata) na proporg¢do de 10%
de uma solugdo contendo extrato vegetal de quinoa e agucar
mascavo a 5% para que pudessem fermentar por um periodo
de vinte e quatro horas em temperatura ambiente.

Apds o processo fermentativo, os graos de kefir foram
recuperados por uma peneira. O kefir pronto foi acrescido
de cacau em pd na proporgdo de 1% do seu volume e

Figura 1. Cultivo do kefir. Os graos de Kefir (1) sdo adicionados
ao substrato e sdo deixados em repouso a temperatura
ambiente para fermentacdo no periodo de 24 h (2). O
substrato é entdo fermentado (3) apds o qual sdo filtrados
(4) e pronto para iniciar outro ciclo.
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acondicionado em frascos de vidro para posterior analise
fisico-quimica e andlise sensorial.

Analises quimicas

Todas as andlises fisico-quimicas foram realizadas de
acordo com metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz
(2008), exceto os lipidios, que foram analisados de acordo
com metodologia adaptada de Bligh & Dyer (1959). O pH
foi determinado por meio de potencidmetro (procedimento
017/1V), a acidez titulavel foi realizada com solugdo alcalina
de hidroxido de sédio 0,1 N e solucdo indicadora de
fenolftaleina a 1% (procedimento 493/IV). A umidade foi
realizada através de secagem direta da amostra em estufa
a 105° Celsius (procedimento 012/1V). Para realizacdo das
cinzas, secou-se, inicialmente, a amostra para que pudesse
ser incinerada em mufla a 550° Celsius (procedimento 018/
IV). As proteinas foram avaliadas a partir do método kjedahl
modificado (procedimento 037/1V), lipidios pelo método
Bligh & Dyer (1959) e carboidratos por diferenga dos demais
componentes. As analises foram realizadas em triplicata no
extrato de quinoa e no produto fermentado apds 24h.

O valor calérico total foi calculado de acordo com a RDC
n° 360, de 23 de dezembro de 2003, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003).

Teste sensorial

O projeto deste artigo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Escola de Nutricdo da Universidade Federal
da Bahia, sendo o nimero do parecer o seguinte: 1.759.169.
O teste sensorial foi realizado com clientes (50 provadores
ndo-treinados) de um comércio de produtos naturais da
cidade de Salvador- Bahia. Os provadores ndo-treinados
receberam uma amostra de 20mL de kefir de leite de quinoa
fermentado por 24 horas, adicionado de cacau em p6 a 1%.
Os participantes receberam um formuldrio em que havia 4
atributos a serem avaliados: aparéncia, cor, textura e sabor,
que deveriam ser pontuados de acordo com uma escala
hedbnica de 9 pontos (Teixeira, 2009).

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com o
software Statistics Packcage for Social Science (SPSS), versdo
24.0, com posterior aplicagdo do teste t Student, utilizando-
se o nivel de confian¢a de 95%.

Resultados e Discussao

Para determinar a composicao total da microbiota nos
graos de kefir agucarados e bebida fermentada produzida,
utilizou-se a analise PCR-DGGE. A regido V3 para o gene
16S do rDNA em bactérias e regido NS3 do gene 18S do
rDNA em levedura foram amplificadas. Para determinar
a composicdo da microbiota, as bandas individuais
observadas nos perfis PCR-DGGE foram excisadas do gel
de acrilamida e re-amplificadas para fornecer um modelo
para sequenciamento. Apds a analise no banco de dados
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BLAST, os resultados das sequéncias mostraram 99-100%
de identidade com as sequéncias obtidas no GenBank
(Figura 2). A populagdo microbiana identificada dos grdos
e bebidas kefir de quinoa saborizada com cacau em pé, é
representada por Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
parabuchneri, Lactobacillus kefiri, Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Leuconostoc citreum, Lactobacillus paracasei subsp.
tolerantes, Lactobacillus buchneri, Acetobacter lovaniensis,
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Lachancea
meyersii e Kazachstania aerobia. Estudos anteriores
mostraram que uma variedade de diferentes espécies de
bactérias foram isoladas e identificadas em graos de kefir de
todo o mundo (Simova et al., 2002; Magalh&es et al., 2010ab,
Nalbantoglu et al., 2014; Peyer et al.,, 2016). A espécie
Acetobacter pasteurianus também foi descrita em bebidas
de kefir (Jianzhong et al., 2011). Leveduras contribuem para
o aumento da qualidade organoléptica das bebidas kefir,
promovendo um sabor refrescante e pungente (Simova et
al., 2002; Magalh3es et al., 2010ab; Jianzhong et al., 2011).
A microbiota do kefir, bactérias e leveduras, sdo classificadas
como probidticas e ajudam na manuten¢do da microbiota
intestinal do individuo consumidor (Simova et al., 2002;

Graos de kefir

B

Bactérias

Lactobacillus paracasei 98 AB368902.1
Lactobacillus parabuchneri 99 AB368914.1
Lactobacillus kefiri 99 AB362680.1
Lactobacillus lactis 99 EU194346.1
Lactobacillus casei 99 EU626005.1
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 99 NR025880.1
Leuconostoc citreum 99 FJ378896.1
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 98 AB181950.1
Lactobacillus buchneri 99 FI867641.1
Acetobacter lovaniensis 98 AB308060.1
Leveduras

Saccharomyces cerevisiae 100 EU649673.1
Kluyveromyces lactis 99 AJ229069.1
Lachancea meyersii 99 AY645661.1
Kazachstania aerdbia 99 AY582126.1

Figura 2. Comunidade microbiana dos graos de kefir e bebida
fermentada kefir de quinoa com cacau, identificada por PCR-
DGGE.
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Magalh3es et al., 2010ab, Jianzhong et al., 2011, Nalbantoglu
et al., 2014; Peyer et al.,, 2016; Fiorda et al., 2017). A
bebida de kefir a base de quinoa, apresenta a microbiota
probidtica do kefir, e portanto pode ser considerada uma
nova bebida com potencial probidtico. Além de a técnica
de PCR-DGGE ter mostradoo o controle microbioldgico apds
o processo fermentativo, onde se pode observar, que ndo
houve alteragdo da microbiota, portanto ndo apresentou
micro-organismos indesejaveis e/ou patogénicos na bebida
produzida.

O extrato hidrossoluvel de quinoa obtido apresentou
coloracdo clara, de aspecto opaco e consisténcia pouco
densa. Apds o periodo de fermentagdo de 24 horas,
observou-se crescimento médio de 64% da massa dos graos
de kefir. Isto pode indicar que os grdos de kefir apresentaram
boa adaptacdo ao substrato em que foram inoculados,
possivelmente, devido a riqueza nutricional da quinoa
(Repo-Carrasco-Valéncia et al., 2003).

Em relacdo aos valores médios de pH e acidez das
amostras exibidos na Tabela 1, houve diferenca significativa
entre o extrato vegetal e o produto pronto fermentado por
24 horas. As mudangas no pH e acidez do extrato vegetal
estdo relacionadas com a formagdo de compostos organicos,
como o acido latico e o acético durante a fermentacdo, que
sdo capazes de conferir prote¢do antimicrobiana ao produto
(Farnworth, 2005).

Nao foram encontrados artigos em relagdo a producdo de
kefir de extrato vegetal de quinoa em literatura para realizar
comparacdo direta entre resultados. Otles & Cagindi (2003)
indicam que o pH normal do kefir varia de 4,2 a 4,6, valores
semelhantes ao encontrado neste estudo. Januario et al.
(2016) sugerem que o pH abaixo de 4,0 pode comprometer
aceitacdo do produto pelo consumidor. A acidez encontrada
para o produto fermentado no presente trabalho esteve
dentro da recomendacdo da legislacdo brasileira para leites
fermentados, entre 0,5% a 1,5% (Brasil, 2000).

A determinacdo de cinzas ou residuo mineral fixo é
importante pois fornece informag¢do sobre a riqueza em
minerais do produto (Brasil, 2000). O valor médio encontrado
de cinzas para o extrato vegetal foi préximo do descrito por
Repo-Carrasco-Valéncia et al. (2003) em aproximadamente
0.30%.

A quinoa é considerada fonte de zinco, magnésio, cobre,
ferro, manganés e potassio (Lopes et al., 2009). Por outro
lado, houve aumento significativo do residuo mineral fixo no
produto fermentado por 24 horas, provavelmente, devido
a adicdo do cacau em pé. Em relagdo ao teor de proteinas,
houve diferenca significativa entre as amostras (Tabela
1). Esta diferenca significativa era esperada no presente
estudo pois o kefir analisado foi acrescido de cacau em pé,
que apresenta um valor proteico consideravel, além do
teor de proteina presente no kefir. Pellegrini et al. (2012)
encontraram valores de proteina no leite bovino semelhantes
aos verificados neste estudo para a bebida kefir de quinoa
fermentada por 24 horas, o que pode indicar a viabilidade no
que se refere a substituicdo de leites e derivados por kefir de
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da bebida kefir de quinoa, saborizada com cacau em pd a 1% e agucar a 7,5%.

Extrato vegetal

de quinoa

Bebida kefir

de quinoa, saborizada
com cacau em po a 1%
e aglicara 7,5%

6,492+0,02 0,066+0,01 93,492+1,01 0,142+0,01 4,46°+0,74 0,532+0,07 1,93°+0,48

4,546+ 0,03 0,74°+0,02 92,242+0,56 0,30°+0,02 3,90°£0,19 0,79°+0,03 2,91+ 0,48

28,137 £4,51

32,382+2,98

Valores representados por Médias + Desvio Padrdo das amostras em triplicata.

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre valores (p < 0,05), de acordo com o teste t student.

extrato vegetal de quinoa em relagdo ao teor proteico, visto
que a qualidade da proteina da quinoa é semelhante ao do
leite de vaca (Repo-Carrasco-Valéncia et al., 2003).

Em relacdo ao teor de carboidratos, houve um
consumo destes pelos micro-organismos do kefir. O
produto fermentado apresentou valores semelhantes de
carboidratos, aos encontrados por Bicudo et al. (2012).

O extrato vegetal apresentou teor lipidico semelhante
ao encontrado na bebida de quinoa produzida por Lopes et
al. (2009). O d6leo de quinoa é constituido, em grande parte,
por acido oleico, linoleico e a-linolénico (Lopes et al., 2009).
Estes sdo elementos que apresentam modulagdo importante
na resposta inflamatéria do organismo. O tocoferol, presente
no oleo deste vegetal, confere a quinoa um potencial
antioxidante importante (Repo-Carrasco-Valéncia et al.,
2003). Houve aumento estatisticamente significativo através
da fermentacdo e adicdo de cacau em pd, produto que
apresenta valor consideravel de gordura em sua composicao
(Afoakwa et al., 2013). O teor lipidico da bebida kefir de
quinoa fermentada por 24 horas estd dentro do padrdo de
identidade para leites semi-desnatados (BRASIL, 2000).

Em relagdo ao valor energético, a bebida kefir de quinoa
fermentada por24 horasapresentouresultadodiscretamente
maior que o extrato de quinoa e proporcional ao leite bovino
desnatado (Repo-Carrasco-Valéncia et al., 2003).

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos da analise
sensorial da bebida kefir de quinoa saborizada com cacau em
po6 a 1% e agucar a 7,5%. A bebida apresentou uma aceitagao
boa, com média dos atributos de 7,60 (+ 1,38), de um total
de 9 pontos, localizando-se entre os valores descritos na
escala hedonica “gostei regularmente” e “gostei muito”. Este
resultado foi semelhante ao encontrado por Montanuci &
Garcia (2010) ao analisarem a aceitabilidade da bebida kefir
de leite de vaca integral.

As adi¢Oes de cacau em pd a 1% além do aglcar a 7,5%
podem ter auxiliado na melhor aceitagdo do produto uma
vez que o kefir apresenta sabor acido, decorrente da acdo de
bactérias e leveduras (Otles & Cagindi, 2015), que pode ndo
ser apreciado por aqueles que nunca tiveram contato prévio.
Os flavonoides do cacau, além de conferir caracteristicas
sensoriais préprias, sdo responsaveis por alguns efeitos
positivos no organismo, tais como elevagdo dos niveis de
oxido nitrico e HDL séricos; diminuicdo da agregagdo de
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Figure 3. Caracteristicas sensoriais da bebida kefir de quinoa,
saborizada com cacau em pd a 1%, e agucar a 7,5%.

plaguetas; além de fun¢do antioxidante e anti-inflamatéria
(Puerari et al., 2012). No entanto, pode se sugerir substituir
0 cacau em pd por outro aromatizante. Alternativas para
melhorar o sabor podem se dar através da adicdo de frutas
ao kefir, como realizado por Yilmaz et al. (2006).

A cor foi o atributo que apresentou menor pontuagdo
para a bebida. A coloragdo escura conferida pelo cacau em
pd pode ser um elemento que cause rea¢do negativa entre
os consumidores.

Conclusoes

Os resultados alcangados indicaram que géneros de
bactérias, como Lactobacillus, Leuconostoc e Acetobacter,
bem como leveduras, como Saccharomyces, Kluyveromyces,
Lachancea e Kazachstania, foram os micro-organismos
presentes nos graos de kefir agucarados.

Os graos de kefir agucarados foram capazes de fermentar
o extrato de quinoa e produzir bebidas kefir com potencial
funcional, que satisfaz condigdes relacionadas a nutrigdo,
como alergias e ma absorcgdo, intolerancias alimentares e
opgOes de estilo de vida, por exemplo o vegetarianismo.
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O uso de kefir como culturas iniciadoras oferece uma
ferramenta promissora para inovagdo e diversificagdo de
producdo de bebidas fermentadas a base de cereais.

A bebida kefir de quinoa saborizada com cacau em pé,
produzida neste estudo, apresenta nova opc¢do de mercado.
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