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RESUMO 

 

Produtos lácteos fermentados são a forma mais comum de veiculação de microrganismos 

probióticos. Entretanto, pessoas com intolerância à lactose, alérgicas às proteínas do leite ou 

adeptos de dieta vegana evitam a ingestão de tais produtos. Com isso tem-se a necessidade de 

oferecer a esses consumidores uma alternativa aos produtos lácteos fermentados. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a performance de leveduras e bactéria em co cultivo na elaboração de 

bebida fermentada à base de aveia, sementes de girassol e amêndoa. Foram avaliadas a 

viabilidade dos microrganismos após armazenamento refrigerado por 28 dias, as performances 

fermentativas dos microrganismos e o perfil sensorial. Três cepas de leveduras potencialmente 

probióticas foram utilizadas, sendo elas Pichia kluyveri (CCMA 0615), Pichia guilliermondi 

(CCMA 1753) e Debaryomyces hansenii (CCMA 1761), juntamente com uma cepa de bactéria 

ácido lática, Lactiplantibacillus plantarum (CCMA0743), também com características 

potenciais probióticas. L. plantarum foi usado isoladamente e em co-cultura com as leveduras 

para fermentar os substratos. As células foram inoculadas em uma concentração de 6,0 log 

UFC/mL para as leveduras e 7,0 log UFC/mL para a bactéria. O pH foi medido nos tempos 0, 

6, 12 e 24 horas de fermentação. Nesses mesmos tempos foram retiradas amostras para 

enumeração dos microrganismos e analises subsequentes. Ao final da fermentação as bebidas 

foram mantidas em refrigeração à 4º C e amostras foram retiradas nos dias 7, 14, 21 e 28 dias. 

Foi feita análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) para identificação de 

carboidratos, álcoois e ácidos orgânicos. Para os voláteis foi realizada Cromatografia Gasosa 

acoplada a Espectrometria de Massas. Análise de antioxidantes foi feita pelos métodos de 

redução do radical ABTS e complexo fosfomolibdênio. A caracterização sensorial da bebida 

foi feita pelo método de Flash Profile. Todas as cepas testadas apresentaram viabilidade 

superior a 6,0 log UFC / mL, conforme recomendado para produtos probióticos alimentares, 

exceto para a cepa P. kluyveri, que apresentou redução na contagem total. Foi observada uma 

redução no valor do pH, de aproximadamente 7 para, em média, 3,8, que ocorreu devido à 

produção de ácidos orgânicos pelos microrganismos inoculados. O ácido málico foi todo 

convertido em ácido lático por meio da fermentação malolática, sendo este o principal 

metabólito produzido durante a fermentação. Baixas concentrações de ácido acético e succínico 

também foram detectadas. O etanol foi detectado em todos os tratamentos com 24 horas de 

fermentação, no entanto as concentrações foram menores que 5 g/L, valor máximo permitido 

para uma bebida ser considerada não alcoólica. 113 compostos voláteis foram detectados, 

incluindo álcoois, aldeídos, alcanos, alquenos, ácidos, éster, éter, cetonas, fenol, amidas e 

outros. A atividade antioxidante da bebida reduziu após o processo fermentativo. Os 

microrganismos avaliados no presente estudo se mostraram propícios para fermentação de 

matrizes não lácteas, que somado as suas características probióticas promissoras, apresentam 

grande potencial para aplicação na indústria de alimentos. Entre os tratamentos, a combinação 

de L. plantarum + Debaryomyces hansenii se mostrou como o tratamento mais promissor para 

produção de uma bebida fermentada probiótica de origem vegetal. 

 

 

Palavras-chave: Probióticos. Co-cultura. Bebida não láctea. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Fermented dairy products are the most common form of delivery of probiotic microorganisms. 

However, people with lactose intolerance, allergic to milk proteins or adherents of a vegan diet 

avoid ingesting such products. Thus, there is a need to offer these consumers an alternative to 

fermented dairy products. The objective of this work was to evaluate the performance of yeasts 

and bacteria in co-cultivation in the elaboration of a fermented beverage based on oats, 

sunflower seeds and almonds. The viability of the microorganisms after refrigerated storage for 

28 days, the fermentative performance of the microorganisms and the sensory profile were 

evaluated. Three potentially probiotic yeast strains were used, being Pichia kluyveri (CCMA 

0615), Pichia guilliermondi (CCMA 1753) and Debaryomyces hansenii (CCMA 1761), 

together with a lactic acid bacteria strain, Lactiplantibacillus plantarum (CCMA0743), also 

with characteristics probiotic potentials. L. plantarum was used alone and in co-culture with 

yeasts to ferment the substrates. Cells were inoculated at a concentration of 6.0 log CFU/mL 

for yeasts and 7.0 log CFU/mL for bacteria. The pH was measured at 0, 6, 12 and 24 hours of 

fermentation. At the same time, samples were taken for the enumeration of microorganisms and 

subsequent analysis. At the end of fermentation, the drinks were kept refrigerated at 4º C and 

samples were taken on days 7, 14, 21 and 28 days. Analysis was performed by High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC) to identify carbohydrates, alcohols and organic 

acids. For volatiles, Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry was performed. 

Antioxidant analysis was performed by ABTS radical reduction and phosphomolybdenum 

complex methods. The sensory characterization of the drink was carried out using the Flash 

Profile method. All tested strains showed viability greater than 6.0 log CFU / mL, as 

recommended for food probiotic products, except for the P. kluyveri strain, which showed a 

reduction in total count. A reduction in the pH value was observed, from approximately 7 to, 

on average, 3.8, which occurred due to the production of organic acids by the inoculated 

microorganisms. Malic acid was completely converted into lactic acid through malolactic 

fermentation, which is the main metabolite produced during fermentation. Low concentrations 

of acetic and succinic acid were also detected. Ethanol was detected in all treatments with 24 

hours of fermentation, however concentrations were lower than 5 g/L, the maximum value 

allowed for a drink to be considered non-alcoholic. 113 volatile compounds were detected, 

including alcohols, aldehydes, alkanes, alkenes, acids, ester, ether, ketones, phenol, amides and 

others. The antioxidant activity of the beverage reduced after the fermentation process. The 

microorganisms evaluated in this study proved to be suitable for the fermentation of non-dairy 

matrices, which, added to their promising probiotic characteristics, have great potential for 

application in the food industry. Among the treatments, the combination of L. plantarum + 

Debaryomyces hansenii proved to be the most promising treatment for the production of a 

probiotic fermented beverage of plant origin. 

 

 

Keywords: Probiotics. Co-culture. Nondairy beverage.  



 
 

SUMÁRIO 
PRIMEIRA PARTE ..................................................................................................... 10 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 10 

2. REFERENCIAL TEÓRICO ................................................................................... 11 

2.1 Probióticos e seus efeitos benéficos ....................................................................... 11 

2.2 Leveduras como probióticos .................................................................................. 15 

2.3 Alimentos fermentados .......................................................................................... 17 

2.3.1. Benefícios dos alimentos fermentados .............................................................. 20 

2.4 Bebidas fermentadas de origem vegetal ............................................................... 21 

2.4.1 Bebidas vegetais a base de cereais ...................................................................... 23 

2.4.2 Nozes como potencial substrato para bebidas vegetais .................................... 24 

2.4.3 Semente de girassol como potencial substrato para bebidas vegetais ............ 25 

CONSIDERAÇÕES FINAIS ....................................................................................... 25 

SEGUNDA PARTE ...................................................................................................... 40 

Artigo 1 Microrganismos potencialmente probióticos para produção de bebidas 

fermentadas não lácteas ............................................................................................... 40 

 

 

 

 

 



10 
  
 

PRIMEIRA PARTE 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A palavra probiótico obteve vários conceitos ao longo dos anos, mas o mais aceito 

e utilizado é o conceito dado pela Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO/WHO, 2002) e Hill et al., (2014) em que os probióticos são definidos 

como microrganismos vivos que beneficiam a saúde do hospedeiro quando administrados 

em quantidades adequadas. Os probióticos podem ser espécies de bactérias ou leveduras, 

sendo as bactérias ácido láticas as mais utilizadas no preparo de produtos probióticos 

(CZERUCKA; PICHE; RAMPAL, 2007).  

Os principais grupos de bactérias consideradas como probióticos são pertencentes 

aos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia, Lactococcus e 

Enterococcus. (DE VRESE, SCHREZENMEIR, 2008; AMER et al., 2017). Poucas 

leveduras são exploradas em relação ao potencial probiótico, mas também podem ser 

utilizadas para tal fim, como as leveduras Saccharomyces boulardii e Kluyveromyces 

fragilis (B0399), sendo as únicas espécies de leveduras probióticas disponíveis 

comercialmente para uso humano (CHEN et al., 2014; CZERUCKA, PICHE, RAMPAL, 

2007).    

Existem várias evidências que apoiam potenciais aplicações clínicas dos 

probióticos na prevenção e tratamento de doenças, conferindo uma série de benefícios a 

saúde, principalmente, pela manutenção/melhora do perfil da microbiota intestinal, o que 

contribui para o bem-estar e protege os organismos da invasão de patógenos alimentares.  

(RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010).  

Dentre os benefícios dos probióticos já foram demonstrados: alívio de sintomas 

gastrointestinais (GUYONNET et al., 2009); proteção contra doenças infecciosas 

(PANIGRAHI et al., 2017); prevenção de doença cardiometabólica (SUN, BUYS, 2016; 

ZHANG et al., 2015); melhora de características mentais e comportamentais, bem como 

a promoção de bem-estar (MCKEAN et al., 2017); redução dos níveis de colesterol no 

sangue (SUDHA et al., 2009); produção ácidos graxos de cadeia curta para reduzir a 

atividade imune pró-inflamatória (AZAD et al., 2018), otimização da produção de IgA 
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(YOUSEFI, 2019), produção de peptídeos antimicrobianos (CHEN et al., 2008; WAN et 

al., 2015),  aumento da integridade da camada epitelial intestinal (WAN et al., 2015; 

YOUSEFI, 2019). Algumas estirpes probióticas também são capazes de atuar como 

agentes descontaminantes de micotoxinas presentes em alimentos (SHETTY & 

JESPERSEN, 2006). 

Os probióticos podem ser consumidos por meio de alimentos fermentados ou 

como suplementos dietéticos (VALERO-CASES et al., 2020).  A forma mais utilizada 

para o transporte de microrganismos probióticos são os alimentos lácteos, como por 

exemplo leites fermentados, iogurtes e queijos. No entanto, pessoas que sofrem de alergia 

a proteína do leite, intolerantes a lactose ou estritamente vegetarianos/veganos por não 

consumirem produtos de origem láctea, consequentemente tem dificuldades de encontrar 

produtos probióticos para consumo. Nesse sentido, existe a necessidade de se ofertar a 

estes consumidores uma alternativa aos produtos lácteos fermentados, buscando explorar 

matrizes não lácteas que possam servir como transporte para microrganismos probióticos, 

além de melhorar suas propriedades funcionais e sensoriais (GRANATO et al., 2010; 

VIJAYA et al., 2015). Dado o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a performance 

de leveduras e bactéria em co-cultivo na elaboração de bebida fermentada não láctea. 

Foram avaliadas a viabilidade dos microrganismos após armazenamento refrigerado por 

28 dias, as performances fermentativas dos microrganismos e o perfil sensorial. 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Probióticos e seus efeitos benéficos 

 

O termo probiótico vem do grego remetendo à ideia de “a favor da vida”, e tem 

sido empregado de diversas maneiras ao longo dos anos, mas o conceito mais atual e 

utilizado é o dado pela Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(FAO/WHO, 2002) e Hill et al., (2014), em que definem probióticos como 

microrganismos vivos que beneficiam a saúde do hospedeiro quando administrados em 

quantidades adequadas. 

Os primeiros estudos sobre as propriedades benéficas de alguns microrganismos 

foram conduzidos pelo cientista russo Ilyich Metchnikoff no início do século XX que 
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demonstrou os benefícios de alimentos fermentados para o metabolismo humano 

(METCHNIKOFF, 1907; PENNA et al., 2000). Já foi comprovado que os probióticos 

exercem efeitos positivos a saúde por meio de vários mecanismos distintos, incluindo: a 

produção de ácidos graxos de cadeia curta; o aprimoramento da função de barreira do 

epitélio intestinal; a supressão do crescimento e a ligação de bactérias patogênicas e 

alterações da atividade imune do hospedeiro (ARAGON et al., 2010; VENTURA et al., 

2009). Além disso, os probióticos podem alterar a fermentação colônica e estabilizar a 

microbiota intestinal simbiótica (SPILLER, 2008), melhorando a interação dinâmica 

entre a comunidade microbiana residente e o hospedeiro. 

Dentre os principais grupos de microrganismos estudados como probióticos, 

destacam-se os gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia, 

Lactococcus e Enterococcus. (DE VRESE, SCHREZENMEIR, 2008; AMER et al., 

2017). Porém existem preocupações em relação ao uso de espécies de Escherichia e 

Enterococcus como probióticos, pelo fato desses gêneros apresentarem espécies 

patogênicas oportunistas (MARTINS et al., 2009). Ainda menos estudadas, as leveduras 

também podem ser utilizadas como probióticos, como as leveduras Saccharomyces 

boulardii e Kluyveromyces fragilis (B0399) (RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 

2010; CHEN et al., 2014; CZERUCKA, PICHE, RAMPAL, 2007).  

Segundo Lee e Salminen, (2009), para que o microrganismo seja classificado 

como probiótico precisa seguir alguns critérios, sendo eles: 1) ser efetivos e seguros; 2) 

não patogênicos; 3) resistentes contra a digestão por enzimas pancreáticas ou entéricas, 

ao ácido gástrico e suco biliar; 4) apresentar capacidade de persistir no trato 

gastrointestinal (TGI); 5) ser capaz de prevenir a aderência de patógenos à mucosa 

intestinal e 6) capazes de influenciar a atividade metabólica local. Esses são pré-requisitos 

empregados pela comunidade cientifica para a seleção de microrganismos potencialmente 

probióticos. 

Microrganismos probióticos se apresentam como suporte à saúde do hospedeiro. 

No entanto, este mecanismo de suporte não está bem explicado. Existe na literatura um 

número muito grande de pesquisas sobre este tema, porém muitos destes estudos tentam 

explicar apenas como probióticos podem proteger o hospedeiro das desordens intestinais 

(PLAZA-DIAZ et al., 2014; RINGEL-KULKA et al., 2014; PYNE et al., 2015). Já foi 

relatado que esses microrganismos com propriedades benéficas reduzem ou eliminam as 

populações de patógenos através de:  
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a) Produção de substâncias inibitórias: secreção de ácidos orgânicos (ácido 

acético e lático) e redução do pH (OGAWA et al., 2001; FAYOL-MESSAOUDI 

et al., 2005; FOSCHI et al., 2017), produção de peróxido de hidrogênio 

(PRIDMORE et al., 2008), biosurfactantes (GUDIÑA et al., 2010; FARIQ; 

SAEED, 2016; MORAIS et al., 2017) e bacteriocinas (CORR et al., 2007; RIAZI 

et al., 2009; BAHRI; CHAOUCHE, 2016; BOYANOVA et al., 2017).  

b) Bloqueio de sítios de adesão: probióticos e bactérias patogênicas estão em 

constante competição. Os probióticos inibem a adesão desses patógenos aderindo 

às superfícies epiteliais do intestino, bloqueando assim os sítios de adesão 

(OHLAND; MACNAUGHTON, 2010; NOWAK; MOTYL, 2017). De acordo 

com Kos et al (2003), a aderência bacteriana envolve vários fatores, sendo que o 

processo inicial é baseado em interações físico-químicas, que estão relacionadas 

às cargas elétricas presentes e a hidrofobicidade da parede celular do 

microrganismo. 

c) Competição por nutrientes: probióticos inibem o crescimento de outros 

patógenos consumindo os nutrientes que eles necessitam (REIFF; KELLY, 2010).  

d) Estimulo da imunidade: as cepas probióticas exercem uma ação estimulante no 

sistema imunológico do hospedeiro, atuando tanto nas células envolvidas na 

imunidade natural quanto naquelas relacionadas à imunidade específica, além de 

ativar macrófagos. Embora os mecanismos completos ainda não tenham sido 

elucidados, sabe-se que apenas microrganismos capazes de sobreviver no trato 

gastrointestinal podem ativar macrófagos (DONG; ROWLAND; YAQOOB, 

2012; MILLER; LEHTORANTA; LEHTINEN, 2019). Além disso, a presença de 

microrganismos probióticos favorece a produção de anticorpos, especialmente 

imunoglobulina A secretora (IgA) no lúmen intestinal. A IgA intestinal pode inibir 

a adesão de bactérias patogênicas à superfície da mucosa promovendo:  a 

aglutinação de bactérias; modificação dos fatores de adesão presentes na 

superfície das bactérias e interferindo nas interações adesina-receptor (DIEZ-

GUTIÉRREZ et al., 2020).  

e) Neutralização de produtos tóxicos: a inativação de compostos tóxicos é outro 

aspecto muito importante da ação probiótica. Acredita-se que os probióticos se 

acumulam na microbiota intestinal, onde reduzem a absorção de substâncias 

tóxicas como amônia, aminas e indol, como também reduzem a biotransformação 
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de sais biliares e ácidos graxos em produtos tóxicos (SOTOUDEGAN et al., 

2019). 

Existem várias evidências que apoiam potenciais aplicações clínicas dos 

probióticos na prevenção e tratamento de doenças, podendo fornecer uma série de 

benefícios para a saúde, principalmente, pela manutenção do bom equilíbrio e 

composição da microbiota intestinal, ajudando a aumentar a capacidade do organismo 

para resistir à invasão de agentes patogênicos e manter o bem-estar do hospedeiro 

(RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010), mas para fornecer os efeitos benéficos ao 

hospedeiro a concentração do microrganismo probiótico deve estar na faixa de 106 – 109 

UFC/mL ou grama de alimento (VALERO-CASES et al., 2020; GROM et al., 2020; 

HILL et al., 2014). A legislação brasileira adota concentrações de 108 UFC/mL, mas 

valores abaixo podem ser aceitos desde que comprovada sua eficácia (Brasil, 2002). 

Vários estudos relatam que o consumo de probiótico é útil no tratamento de muitos 

tipos de diarreia, incluindo a diarreia associada a antibióticos; diarreia do viajante e as 

doenças diarreicas em crianças pequenas causadas por rotavírus. Também está associado 

ao controle de doenças inflamatórias; doenças intestinais e síndrome do intestino irritável; 

proteção contra câncer de cólon e bexiga (KATHLEEN, 2010); redução da gravidade da 

hepatopatia alcoólica experimental (STRAUSS; CALY, 2003); inibição da colonização 

gástrica com Helicobacter pylori que é associado a gastrite, úlcera péptica e câncer 

gástrico (CANDUCCI et al., 2000) e redução dos níveis de colesterol no sangue (SUDHA 

et al., 2009). Pesquisas indicaram que os probióticos produzem ácidos graxos de cadeia 

curta para reduzir a atividade imune pró-inflamatória (AZAD et al., 2018), otimizar a 

produção de IgA, modular a produção e secreção homeostática de ácidos biliares, 

melhorar a produção de peptídeos antimicrobianos para prevenir infecções por vários 

microrganismos patogênicos e aumentar a integridade da camada epitelial intestinal 

(WAN et al., 2015; YOUSEFI, 2019). Estudos realizados por Shetty & Jespersen, 2006, 

mostraram que estirpes probióticas de Lactobacillus rhamnosus GG e LC 705, L. 

acidophilus, L. gasseri, L. casei Shirota e S. cereviseae, foram capazes de remover 

efetivamente aflotoxina B1 de meios de cultura contaminados, atuando como agentes 

descontaminantes de micotoxinas. Há ainda evidências de que os probióticos estimulem 

a resposta imunológica, na modulação de reações alérgicas e na melhoria da saúde 

urogenital de mulheres (KOPP-HOOLIHAN, 2001; CERBO et al., 2016). 
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Komatsu et al., (2008) afirmam que as bactérias do gênero Bifidobacterium 

estimulam o sistema imunológico, produzem vitamina B, inibem a multiplicação de 

patógenos, reduzem a concentração de amônia e de colesterol no sangue e ajudam a 

restabelecer a microbiota normal após o tratamento com antibióticos. Estudos realizados 

por Sambrani et al., (2019) mostraram que utilizando sobrenadante obtido de 

Saccharomyces cerevisiae é possível inibir significativamente o crescimento celular e 

induzir a apoptose em células HT-29, indicando que pode ser efetivo contra o crescimento 

de células cancerígenas. Os resultados de um estudo realizado por Javmen et al., (2015) 

indicaram que o β-glucano, derivado de S. cerevisiae, induziu a morte celular nas células 

do hepatoma de camundongo. 

Microrganismos probióticos podem induzir efeitos fisiológicos não somente em 

pacientes doentes, mas como também em uma pessoa considerada saudável. Estudos 

demonstraram que o consumo de Lactobacillus paracasei em adultos saudáveis resultava 

em modulação da microbiota intestinal, com aumento de espécies de Lactobacillus, 

Bifidobacterium, e Roseburia intestinalis em detrimento da Escherichia coli (ZHANG et 

al., 2013). 

 

2.2 Leveduras como probióticos 

 

A maior parte dos microrganismos usados como probióticos, disponíveis 

comercialmente, são procariotos de origem humana, contudo, apenas duas leveduras 

(célula eucariótica) são utilizadas, Saccharomyces boulardii e Kluyveromyces fragilis 

(B0399) (CHEN et al., 2014; CZERUCKA, PICHE, RAMPAL, 2007). S. boulardii foi 

isolada da fruta lichia no ano de 1920, na Indochina. Nesse ano houve uma epidemia de 

cólera e o microbiologista francês Henri Boulard observou que a população preparava um 

chá da casca dessa fruta local para suspender os sintomas da diarreia ou pelo menos 

aliviar, mas na verdade, a eficácia contra a diarreia se devia à presença de uma levedura 

que recobria a casca da lichia, tal levedura foi isolada, identificada e denominada 

Saccharomyces boulardii (MCFARLAND, 2010). 

S. boulardii é termotolerante (cresce bem na temperatura de 37ºC), não é 

patogênica, usada principalmente em casos de diarreias associadas ao uso de antibióticos 

(MCFARLAND; BERNASCONI, 1993), mantêm suas propriedades probióticas ainda 

quando administrada junto com antimicrobianos (ROLFE, 2000). 
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Cepas de Saccharomyces foram observadas em até 96,8% das amostras em 

estudos recentes de microbiomas intestinais humanos (NASH et al., 2017). A prevalência 

de cepas de Saccharomyces no trato gastrointestinal humano não é surpreendente, já que 

S. cerevisiae e espécies relacionadas foram consumidas propositalmente por humanos por 

milhares de anos em pães, cerveja e outros alimentos e bebidas fermentadas. No entanto, 

os efeitos benéficos a saúde de cepas de S. cerevisiae foram pouco explorados 

(FERNANDEZ-PACHECO et al., 2018). 

As leveduras chamaram a atenção para a sua possível utilização como probióticos, 

devido a sua capacidade de sobreviver durante a passagem pelo TGI humano, e também 

por tolerar exposições em pH baixo e a sais biliares (LOURENS-HATTINGH; 

VILJOEN, 2001). O risco desenvolvimento de resistência a antimicrobianos por bactérias 

patogênicas, associadas com o tratamento antibiótico também é outro fator que torna a 

alternativa do uso de leveduras interessante como probióticos. Pois, a resistência 

antimicrobiana associada à tratamentos com antibiótico tem se tornado um problema de 

saúde pública mundial (OLIVEIRA; SILVA, 2014). Genes de resistência podem ser 

transferidos não só entre os membros da microbiota, mas também entre os probióticos e 

patógenos, genes de resistência a antibióticos já foram relatados em várias cepas de 

Lactobacillus. A transferência de material genético não ocorre entre bactérias e leveduras, 

tornando leveduras seguras para uso durante o tratamento de pacientes com antibióticos 

(CZERUCKA; PICHE; RAMPAL, 2007).  

Além da levedura S. boulardii, outras espécies, incluindo Debaryomyces hansenii 

e Torulaspora delbrueckii (PSANI; KOTZEKIDOU, 2006), têm sido encontradas como 

fortes candidatas no combate e eliminação de bactérias patogênicas, além de sua 

capacidade de tolerar a passagem através do TGI. No estudo de Kumura et al., (2004) foi 

avaliado o potencial de leveduras de origem láctea para atuar como probióticos, com 

Kluyveromyces lactis provando ser o mais atraente para novos estudos. Tiago et al. 

(2009), por outro lado, selecionaram 103 leveduras não Saccharomyces usando critérios 

in vitro e in vivo, a cepa 898 de Pichia kluyveri apareceu como a candidata mais 

promissora para o uso de probióticos. Silva et al., (2011) estudaram as características 

tecnológicas das leveduras selvagens dominantes nas salmouras das azeitonas de mesa. 

Neste estudo os autores observaram que a cepa Pichia fermentans possui altas chances de 

sobreviver ao baixo pH prevalecente no estômago humano e, em seguida, aos sais biliares 

secretados no duodeno. Ainda nesse estudo foi observado um efeito inibitório contra 
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Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis pela cepa de Tolrulaspora delbruecki. 

Martins et al., (2007) mostraram que S. cerevisiae 905 foi capaz de reduzir a translocação 

bacteriana de S. typhimurium e estimular positivamente o sistema imunológico em 

camundongos. A cepa S. boulardii CNCM I-745 foi estudada para uso como probiótico 

na medicina humana e é um dos probióticos recomendados para a prevenção e tratamento 

de diarréia relacionada a antibióticos, incluindo diarreia associada a Clostridium difficile 

(CZERUCKA & RAMPAL, 2019). Além disso, estudos pré-clínicos demonstraram que 

essa cepa de Saccharomyces apresenta um efeito benéfico contra muitos patógenos 

gastrointestinais, como Salmonella entérica var. Typhimurium, Shigella flexneri, 

Escherichia coli (cepas enteropatogênicas e enterohemorrágicas), Vibrio cholerae, 

Rotavirus e Candida albicans (CZERUCKA & RAMPAL, 2019; SEN & MANSELL, 

2020). 

Leveduras também têm sido investigadas quanto à sua capacidade para assimilar 

o colesterol e redução do seu nível, S. boulardii, Pichia kudriavzevii e Saccharomyces 

cerevisiae foram avaliados como potenciais probióticos para assimilar o colesterol ao 

longo de alguns anos (PSOMAS et al., 2001). Estudos mais recentes selecionaram cepas 

de P. fermentans, P. kudriavzevii e Yarrowia lipolytica também como potenciais 

probióticos na redução de colesterol (CHEN et al., 2010b). 

 

2.3 Alimentos fermentados 

 

Estima-se que os alimentos e bebidas fermentados constituam 1/3 da dieta humana 

e fazem parte da dieta há aproximadamente 10.000 anos (VEIGA et al., 2014; SELHUB, 

LOGAN & BESTED, 2014; DERRIEN & VAN HYLCKAMA VLIEG, 2015). Esse tipo 

de alimento tornou-se relevante nos anos 70, quando foram considerados saudáveis e 

nutritivos (GOLDONI; GOLDONI, 2008). O aumento do consumo de produtos 

fermentados se deu pela importância dada ao consumidor por alimentos mais saudáveis 

(RAY; BHUNIA, 2008). 

A fermentação natural é a técnica mais antiga para obter produtos com 

propriedades alimentares melhoradas e maior capacidade de conservação durante a 

estocagem. Alimentos fermentados são produzidos e consumidos a milhares de anos por 

civilizações antigas, podendo ser definidos como alimentos ou bebidas que sofrem 

modificações por meio do desenvolvimento microbiano controlado e conversões 
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enzimáticas de componentes principais e secundários dos alimentos. Os processos de 

fermentação de alimentos podem ser categorizados pelos metabólitos primários e 

microrganismos envolvidos: álcool e dióxido de carbono (levedura), ácido acético 

(Acetobacter), ácido láctico (bactérias láticas (BAL) pertencentes a gêneros como 

Leuconostoc, Lactobacillus e Streptococcus), ácido propiônico (Propionibacterium 

freudenreichii) e amônia e ácidos graxos (Bacillus, bolores). Os alimentos fermentados 

podem ser de diversas categorias como carnes, peixes, laticínios, hortaliças, cereais, 

raízes amiláceas, frutas e etc (Tabela 1) (MARCO et al., 2017; GARCIA; RENDUELES; 

DÍAS, 2019). 

 

Tabela 1- Diferentes alimentos fermentados, substratos utilizados e localidade de 

consumo no mundo 

Categoria Alimento Substrato utilizado País ou Continente 

Laticínios 

Dadih Leite de búfala Indonésia 

Chhu Leite de vaca / iaque 
Índia, Nepal, Butão, 

China (Tibete) 

Kefir 
Leite de cabra, 

ovelha, vaca 
Rússia 

Cereais 

Ang-kak Arroz vermelho 
China, Taiwan, 

Filipinas 

Enjera/Injera Farinha Tef, Trigo Etiópia 

Kenkey Milho Gana 

Vegetais 

Kimchi 

Repolho, cebola 

verde, pimenta, 

gengibre 

Coréia 

Naw-mai-dong Brotos de bambu Tailândia 

Chucrute Repolho 
Europa, EUA, 

Canadá, Austrália 

Leguminosas 

Yandou Soja China 

Wari Grama preta Índia 

Tempe Soja Indonésia 

Raiz Tapai Ubi Mandioca, ragi Malásia 
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Gari Mandioca 
África Ocidental e 

Central 

Cingwada Mandioca 
África Oriental e 

Central 

Carne 

Chouriço Carne de porco Espanha 

Alheira Carne de porco Portugal 

Peperoni Bife de porco 
Europa, América 

Austrália 

Peixes / Frutos do 

mar 

Belecan (Blacan) Camarão Malásia 

Gulbi Mariscos Coréia 

Ika- Shiokara Lula Japão 

Fonte: Adaptado de TAMANG et al., 2020 

 

Alimentos fermentados são o centro dos consórcios de microrganismos. Estes 

podem estar presentes tanto como microbiota natural indígena nos substratos, ou como 

culturas iniciadoras adicionadas (ADESULU-DAHUNSI, DAHUNSI & OLAYANJU, 

2020), contendo atividade funcional que muda bioquímica e organolepticamente os 

substratos em um produto diferente durante a fermentação. Isso fornece um 

enriquecimento do valor nutricional desses produtos, sabores únicos, texturas e benefícios 

à saúde para os consumidores (GARCÍA; RENDUELES; DÍAS, 2019; CHILTON; 

BURTON; REID, 2015; TAMANG; WATANABE; HOLZAPFEL, 2016).  

Muitos produtos fermentados são submetidos a processos para que os 

microrganismos viáveis estejam ausentes no momento do consumo, como por exemplo 

tratamentos térmicos (CHIU et al., 2013), alta pressão (ANANTA; VOLKERT; KNORR, 

2009), raio ultravioleta (UV) e radiação ionizante (ZENDEBOODI et al., 2020). 

Entretanto, há fermentados como kefir, leite fermentado, iogurte, queijos entre outros, 

que normalmente contêm elevada população de células viáveis que variam entre 106 e 109 

UFC/g ou UFC/mL. Grande parte das células resiste à passagem pelo TGI humano. 

Compreendendo cada vez mais que determinados alimentos fermentados beneficiam a 

saúde humana não diretamente atribuída às matérias primas, mas aos resultados de seu 

processo e ao aporte dos microrganismos, podendo viabilizar atributos adicionais além 

da nutrição básica (MARCO et al., 2017). 
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2.3.1 Benefícios dos alimentos fermentados 

 

Alimentos fermentados têm sido relatados como tendo vários benefícios à saúde, 

como prevenção e gerenciamento de distúrbios metabólicos, doenças cardiovasculares, 

melhora cognitiva, aumento do sistema imunológico, etc. (LOREA BAROJA et al., 2007; 

AN et al., 2013; IWASA et al., 2013; TAPSELL, 2015; HILIMIRE, DEVYLDER, 

FORESTELL, 2015; SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2018a; 

SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2018b), reduzindo os níveis de colesterol no 

sangue, protegendo contra patógenos, reduzindo a incidência de canceres, osteoporose, 

diabetes, obesidade, alergias e aterosclerose (FARHAD; KAILASAPATHY & 

TAMANG, 2010).  

Os benefícios para a saúde associados aos alimentos fermentados podem ser 

atribuídos aos peptídeos bioativos que são sintetizados na degradação microbiana de 

proteínas pelos microrganismos envolvidos na fermentação (MARÍA HEBERT; 

SAAVEDRA & FERRANTI, 2010; MARTINEZ-VILLALUENGA, PEÑAS & FRIAS, 

2017; WALTHER & SIEBER, 2011). O subgrupo mais notável de peptídeos bioativos 

são os peptídeos inibidores da enzima conversora da angiotensina-1 (ACE), que são 

formados durante a fermentação do leite à medida que as proteínas do leite são degradadas 

pelas proteinases na parede celular das bactérias lácticas. Devido aos conhecidos efeitos 

anti-hipertensivos desses peptídeos, especialmente valil-prolil prolina (VPP) e isoleucil-

prolil-prolina (IPP), produtos lácteos fermentados são recomendados como uma 

estratégia não farmacológica para o controle da hipertensão (BELTRÁN-BARRIENTOS 

et al., 2016; NEJATI et al., 2013; USINGER, IBSEN & JENSEN, 2009). 

Exopolissacarídeos, outro composto bioativo, são polímeros naturais de açúcares que são 

produzidos biologicamente por vários microrganismos durante a fermentação (DEEPAK 

et al., 2016). Devido aos benefícios potenciais para a saúde das propriedades 

antioxidantes, antidiabéticas, anticancerígenas, redutoras do colesterol e 

imunomoduladoras dos exopolissacarídeos, este composto bioativo tornou-se um foco de 

interesse (NAMPOOTHIRI et al., 2017; PATEL & PRAJAPAT, 2013; WU et al., 2010). 

Além dos compostos bioativos, os efeitos benéficos ao ingerir alimentos 

fermentados também podem ser advindos de microrganismos que contem atividade 

funcional, os probióticos, quando cumprem a definição estabelecida pela Organização das 
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Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO) e pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) (TAMANG et al., 2016; CHILTON; BURTON; REID, 2015; HILL et al., 

2014; FAO/WHO, 2002).   

Efeitos preventivos da administração de alimentos fermentados, como arroz com 

bolor vermelho, comum em alimentos asiáticos, foram encontrados em doenças 

neurodegenerativas como o Parkinson e em disfunções comportamentais (KIM et al., 

2016; TSENG; HSU & PAN, 2016). Descobertas ligaram produtos fermentados a 

influências positivas na microbiota intestinal com impacto de longo prazo na 

comunicação intestino-cérebro. Além disso, os avanços mais recentes nos estudos da 

microbiota intestinal têm sido capazes de estabelecer o conceito do eixo intestino-cérebro, 

mostrando o efeito modulatório da composição da microbiota intestinal no cérebro e no 

sistema nervoso central em interação. Portanto, pode-se estabelecer um elo entre a dieta 

alimentar, como um influenciador na composição da microbiota intestinal e 

consequentemente no cérebro e, ainda, na homeostase do organismo (KIM, B. et al., 2016; 

MAYER, TILLISCH & GUPTA, 2015; CARABOTTI et al., 2015; BIENENSTOCK, 

KUNZE & FORSYTHE, 2015).  

Como demonstrado acima, os alimentos fermentados trazem muitos benefícios a 

saúde, mas há também algumas desvantagens relacionadas aos fermentados lácteos, como 

alergia, intolerância à lactose e teor de colesterol, o que abre espaço para o uso de 

fermentados não lácteos por pessoas que não podem consumir leite e derivados 

(RANADHEERA et al., 2017). 

 

2.4 Bebidas fermentadas de origem vegetal  

 

 Os fermentados não lácteos são produzidos a partir de uma matriz que não 

contenha leite em sua base, como por exemplo leguminosas, nozes, sementes, cereais e 

pseudo-cereais (Tabela 2). Assim como na fermentação do leite, esses substratos são 

fermentados a partir de microrganismos do ambiente (MARSH et al., 2014; MÄKINEN 

et al. 2016). 

 

Tabela 2- Diferentes matrizes usadas para fabricação de bebidas vegetais ou substitutos 

do leite  

 

Categoria Espécies 
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Leguminosas Feijão caupi, feijão mungo, amendoim, feijão 

de soja 

Nozes Amêndoas, avelã 

Sementes  Cânhamo, gergelim, girassol 

Plantas oleaginosas de outras famílias Coco 

Cereais  Milho, kamut, painço, aveia, arroz, espelta, 

trigo 

Pseudo-cereais Amaranto, trigo sarraceno, quinoa 

Fonte: Adaptado de SCHOLZ-AHRENS; AHRENS & BARTH, 2020; MENEZES et al., 2018; 

FREIRE, RAMOS & SCHWAN, 2015, 2017; SANTOS et al., 2014; RAMOS et al., 2010. 

 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) enquadra as bebidas 

vegetais como produtos proteicos de origem vegetal, segundo a resolução – RDC Nº 268, 

de 22 de setembro de 2005, Produtos Proteicos de Origem Vegetal: 

[...] são os alimentos obtidos a partir de partes proteicas de espécies 

vegetais, podendo ser apresentados em grânulo, pó, líquido, ou outras 

formas com exceção daquelas não convencionais para alimentos. 

Podem ser adicionados de outros ingredientes, desde que não 

descaracterizem o produto. Os produtos devem ser designados de 

“Proteína” ou “Extrato” ou “Farinha”, conforme o teor proteico 

mínimo, ou “Glúten”, seguido dos nomes comuns das espécies vegetais 

de origem. Na designação, podem ser usadas expressões consagradas 

pelo uso, processo de obtenção, forma de apresentação, finalidade de 

uso e ou característica específica. Quando adicionados de outros 

ingredientes, os mesmos devem fazer parte da designação (BRASIL, 

2005). 

 Nos países ocidentais, o “leite vegetal” está bem estabelecido não apenas como 

bebida, mas também está sendo muito utilizado como ingredientes em várias receitas 

(SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016). A preferência crescente por alternativas ao leite à 

base de plantas é impulsionada por diferentes fatores e demandas do consumidor: desafios 

relacionados à saúde, como intolerância à lactose, alergia às proteínas do leite (VALERO-

CASES et al., 2020),  questões éticas a respeito do consumos de produtos de origem 

animal  (HUGHES, 1995), questões ambientais (SILVA, SILVA, RIBEIRO, 2020), 

mudanças no estilo de vida em direção à alimentação vegetariana e vegana, dieta 

presumivelmente mais saudável (VALERO-CASES et al., 2020) e ao potencial de 

promoção a saúde desses produtos (PAUCAR-MENACHO et al., 2010). 

Consequentemente, as principais empresas de laticínios estão adicionando produtos 

alternativos à base de leite vegetal ao seu portfólio. 
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Muitas bebidas probióticas não lácteas já estão presentes no mercado. O primeiro 

produto probiótico não lácteo veio da empresa sueca Skane Dairy em 1994 com a marca 

ProViva (BANSAL et al., 2016). Um produto similar GoodBelly, preparado a partir de 

farinha de aveia e Lactobacillus plantarum 299v foi a primeira bebida probiótica não 

láctea no mercado dos EUA em 2006 (PANGHAL et al., 2018). 

 

2.4.1 Bebidas vegetais a base de cereais 

 

 As bebidas de cereais são produzidas a partir de grãos ou farinha fermentados ou 

não fermentados, incluindo milho, kamut, milheto, aveia, arroz, espelta e trigo 

(SCHOLZ-AHRENS; AHRENS & BARTH, 2020). Os cereais são considerados fontes 

de carboidratos, proteínas, fibras alimentares, minerais e vitaminas, isso explica o porquê 

de serem consumidos no mundo todo. Portanto, são uma boa opção entre as matérias-

primas não lácteas para a produção de bebidas fermentadas (SCHWAN & RAMOS, 

2019). Apesar de serem a principal fonte de nutrientes da dieta globalmente, os grãos de 

cereais carecem de alguns componentes básicos dos alimentos, como aminoácidos 

(AMADOU, GBADAMOSI & LE, 2011; MARSH et al. 2014). A fermentação pode 

melhorar o valor nutricional, os atributos sensoriais e as qualidades funcionais dos cereais 

(AMADOU, GBADAMOSI & LE, 2011; NAVARRETE-BOLAÑOS, 2012). 

A aveia tem recebido grande interesse devido à presença de fibras alimentares, 

fitoquímicos e alto valor nutritivo. Possui inúmeras propriedades funcionais, como por 

exemplo atividades anticancerígenas e hipocolesterolêmicas. Este cereal é rico em 

componentes benéficos à saúde, como β-glucano, lipídios dietéticos, proteínas, amido e 

compostos fenólicos antioxidantes. Além disso, possui efeito prebiótico devido a 

presença de fibras solúveis como oligossacarídeos e polissacarídeos (RASANE et al., 

2015). 

Exemplos de bebidas à base de cereais: 

a) Kvass é uma bebida à base de cereais tradicionalmente feita de cevada fermentada 

e malte de centeio, farinha de centeio e pão de centeio envelhecido, produzida 

principalmente em países orientais, como Rússia e Polônia, e países bálticos, 

especialmente Lituânia e Letônia (BASINSKIENE et al., 2016). 

b) Boza é uma bebida de cereal que é obtida da fermentação de grãos inteiros ou 

farinha de diferentes cereais (geralmente milho, cevada, aveia, milheto, centeio, 
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trigo ou arroz), mas o boza da melhor qualidade e sabor é feito de farinha de 

milheto (OSIMANI et al., 2015). 

c) Bors, bebida fermentada à base de farelo de trigo tradicionalmente preparada na 

Romênia. É utilizada para dar um sabor azedo a sopas tradicionais ou consumida 

como bebida refrescante. Tem muitos benefícios para a saúde, especialmente 

devido ao alto conteúdo de vitaminas e minerais (ASHAOLU & REALE, 2020). 

d) Cauim, bebida fermentada não alcoólica produzida por alguns indígenas 

brasileiros. Eles usam uma mistura de cereais, como arroz com mandioca, arroz 

com amendoim ou arroz com caroço de algodão para produzir as bebidas 

(ALMEIDA et al., 2007; RAMOS et al., 2010). 

e) Chicha, bebida tradicional fermentada feita principalmente de milho. Essa bebida 

é muito consumida por grupos indígenas na região da Amazônia e dos Andes 

(PUERARI et al., 2015). 

 

2.4.2 Nozes como potencial substrato para bebidas vegetais 

 

 Nos últimos anos, uma grande variedade de bebidas à base de nozes foi 

desenvolvida, dentre elas estão bebidas à base de amêndoas e nozes. Vários benefícios à 

saúde podem ser encontrados nesses produtos, como por exemplo alto teor de fibras 

dietéticas, fitoquímicos e vitaminas em combinação com teor calórico relativamente 

baixo (SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016; VANGA & RAGHAVAN, 2018; 

MANOUSI & ZACHARIADIS, 2019). 

 As amêndoas contribuem com a maior parcela do consumo total de nozes. Várias 

propriedades farmacológicas, como hipolipemiante, antioxidante, laxante e 

imunoestimulante estão associadas a esta noz (SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016). 

Comparado com outros leites vegetais, o leite de amêndoa é naturalmente uma boa fonte 

de vitaminas, especialmente a vitamina E (na forma de alfa-tocoferol), que não pode ser 

sintetizada pelo corpo e precisa ser fornecida por meio de dieta ou suplementos. O alfa-

tocoferol é o componente funcionalmente ativo da vitamina E sendo um poderoso 

antioxidante que ajuda na proteção contra radicais livres.  As amêndoas são excelentes 

fontes de cálcio, magnésio, selênio, potássio, zinco, fósforo e cobre. Além de todos esses 

benefícios, elas também apresentam propriedades prebióticas por meio da presença da 

arabinose contida nas pectinas de sua parede celular, podendo ajudar também na redução 
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dos níveis de colesterol sérico (SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016; BURTON & 

INGOLD, 1989; NIKI et al., 1989). 

 Leites obtidos de castanha do Brasil (CARDARELLI & OLIVEIRA, 2000; 

FELBERG et al., 2009), castanha de amêndoa (BERNAT et al., 2014) e babaçu 

(CARNEIRO et al., 2014) também foram relatados.  

 

2.4.3 Semente de girassol como potencial substrato para bebidas vegetais 

  

 Acredita-se que as sementes oleaginosas tenham um alto potencial como fonte 

alternativa de bebidas não lácteas (SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016). Elas acumulam 

cerca de pelo menos 15% de gordura, mas, ao mesmo tempo, são uma fonte valiosa de 

proteína (KOTECKA-MAJCHRZAK et al., 2020).  

A semente de girassol apresenta em sua composição vitaminas como vitamina A, 

riboflavina e tiamina. Além de serem fontes de potássio, fósforo e cálcio a semente 

contem aminoácidos essenciais como valina, isoleucina e leucina. A energia contida na 

semente é da ordem de 560 calorias e, dos carboidratos totais, 3,8 g/100g são 

representados pela fibra bruta (CARRÃO-PANIZZI & MANDARINO, 1994). Segundo 

a Food Standards Agency Institute of Food Research, 2002, sementes de girassol contêm 

cerca de 20% de proteína, altos níveis de magnésio (390 mg / 100 g) e são especialmente 

ricas em ácidos graxos poli-insaturados (aproximadamente 31,0%) em comparação com 

outras sementes oleaginosas. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Probióticos são microrganismos vivos que quando administrados em quantidades 

adequadas podem gerar efeitos positivos na saúde e fisiologia do hospedeiro, como 

controle de doenças inflamatórias, inibição da colonização do TGI por patógenos e 

redução dos níveis de colesterol no sangue. Estes microrganismos devem ser ingeridos 

em uma concentração de 106 – 109 UFC/mL para exercer seus efeitos benéficos ao 

hospedeiro. O veículo mais utilizado para entrega de microrganismos probióticos são 

alimentos de matrizes lácteas, mas indivíduos intolerantes a lactose, alérgicos a proteína 

do leite e aqueles que possuem dieta estritamente vegana tem dificuldade no acesso a 

produtos probióticos. Dessa forma, tem-se a necessidade de oferecer a esses 
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consumidores uma alternativa aos produtos lácteos fermentados, buscando explorar 

matrizes não lácteas que também possam servir como transporte para microrganismos 

probióticos. Portanto, faz-se necessário avaliar a performance dos microrganismos 

durante a fermentação para o desenvolvimento de novos produtos não lácteos, pois a 

matriz vegetal, bem como a forma que a cultura probiótica será inoculada podem interferir 

na viabilidade do microrganismo e também nas características do produto final. 
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Resumo 

 

Matrizes vegetais são uma alternativa aos laticínios fermentados como meio de transporte 

de microrganismos probióticos, especialmente para indivíduos intolerantes à lactose, 

alérgicos à proteína do leite e adeptos da dieta vegana. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o desempenho de leveduras e bactéria em co-cultivo na produção de bebida 

fermentada à base de aveia, sementes de girassol e amêndoa. A viabilidade dos 

microrganismos foi avaliada após armazenamento refrigerado por 28 dias. O desempenho 

fermentativo dos microrganismos e o perfil sensorial também foram avaliados. Três cepas 

de leveduras potencialmente probióticas foram utilizadas, sendo elas Pichia kluyveri 

(CCMA 0615), Pichia guilliermondi (CCMA 1753) e Debaryomyces hansenii (CCMA 

1761), juntamente com uma cepa de bactéria de ácido láctico, Lactiplantibacillus 

plantarum (CCMA0743), também com características probióticas potenciais. L. 

plantarum foi utilizado sozinho e em co-cultivo com as leveduras para fermentar os 

substratos. Todas as cepas testadas apresentaram viabilidade superior a 6,0 log UFC / mL, 

conforme recomendado para produtos alimentícios probióticos, exceto para a cepa P. 

kluyveri, que apresentou redução na contagem total. Foi observada redução no valor do 

pH, de aproximadamente 7 para, em média, 3,8, que ocorreu devido à produção de ácidos 

orgânicos pelos microrganismos inoculados. O ácido málico foi todo convertido em ácido 

lático por meio da fermentação malolática, sendo o principal metabólito produzido 

durante a fermentação. Baixas concentrações de ácido acético e ácido succínico também 

foram detectadas. O etanol foi detectado em todos os tratamentos com 24 horas de 

fermentação, porém as concentrações foram menores que 5 g / L, valor máximo permitido 

para uma bebida ser considerada não alcoólica. 113 compostos voláteis foram detectados, 

incluindo álcoois, aldeídos, alcanos, alcenos, ácidos, éster, éter, cetonas, fenol, amidas e 

outros. A atividade antioxidante da bebida foi reduzida após o processo de fermentação. 

A análise sensorial mostrou que apenas os ensaios contendo P. kluyveri e P. guilliermondi 

apresentaram correlação entre eles. Em geral, todas as amostras foram descritas com 

características muito diferentes umas das outras. Os microrganismos avaliados no 

presente estudo mostraram-se propícios à fermentação de matrizes não lácteas, as quais, 

somadas às excelentes características probióticas, apresentam grande potencial de 

aplicação na indústria de alimentos. Entre os tratamentos, a combinação de L. plantarum 

+ Debaryomyces hansenii se mostrou como o tratamento mais promissor para produção 

de uma bebida fermentada probiótica de origem vegetal. Esta combinação apresentou-se 

bem adaptada a matriz com alterações significativas sobre compostos químicos de 

interesse, boa estabilidade durante armazenamento, maior atividade antioxidante e 

preservação de atributos sensoriais desejáveis.  

 

 

Palavras-chave: Probióticos. Co-cultura. Bebida não láctea. 
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1. Introdução 

 

Probióticos, segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO/WHO, 2002) e Hill et al., (2014), são microrganismos vivos que 

beneficiam a saúde do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas, 

podendo ser consumidos por meio de alimentos fermentados ou como suplementos 

dietéticos (VALERO-CASES et al., 2020).  A forma mais utilizada para o transporte de 

microrganismos probióticos são os alimentos lácteos fermentados, como por exemplo 

leites fermentados, iogurtes e queijos. No entanto, pessoas que apresentam alergia a 

proteína do leite, indivíduos intolerantes a lactose e os que são estritamente 

vegetarianos/veganos praticamente não tem acesso a produtos probióticos. Assim, existe 

grande demanda por parte desses consumidores de uma alternativa a estes produtos, 

buscando explorar matrizes não lácteas que também possam servir como carreadores para 

microrganismos probióticos (GRANATO et al., 2010; VIJAYA et al., 2015). 

As principais matrizes utilizadas para a elaboração de bebidas vegetais probióticas 

são o leite de soja, leite de arroz e o leite de coco (RASIKA et al., 2021). O mercado 

global de produtos alternativos aos fermentados lácteos foi avaliado em US $ 8,51 bilhões 

em 2016 e estima-se que aumentará para ∼US $ 24,6 bilhões até 2025 (HAAS et al., 

2019). O leite a base de soja é muito consumido, principalmente nos países asiáticos, 

devido ao seu alto valor nutricional, contendo proteínas de alta qualidade, ácidos graxos 

essenciais e micronutrientes. Já nos países ocidentais o consumo ainda é baixo, isso 

porque apresentam indesejáveis sabores de feijão (CAI et al., 2021; DURBAN et al., 

2021; ANDRÉS, TENORIO & VILLANUEVA, 2015). Além disso, a soja está entre os 

8 alimentos mais comuns no mundo que causam alergias (DURBAN et al., 2021), o que 

torna uma limitação para o uso desse alimento por pessoas com alergias à esta 

leguminosa. Nesse sentido, outras matrizes estão sendo exploradas para o 

desenvolvimento de bebidas não lácteas carreadoras de probióticos, como por exemplo, 

cereais (aveia, espelta, milho), nozes (amêndoas, castanha do Brasil, castanha de caju, 

avelãs) e sementes (gergelim, girassol) (GOBII et al., 2019; SETHI, TYAGI & 

ANURAG, 2016). 

A aveia é um cereal rico em β-glucano, lipídios dietéticos, proteínas, amido, 

compostos fenólicos antioxidantes e fibras solúveis como oligossacarídeos e 

polissacarídeos (RASANE et al., 2015; SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016). As 
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amêndoas são excelentes fontes de cálcio, magnésio, selênio, potássio, zinco, fósforo, 

cobre, vitamina E, possui propriedades prebióticas (SETHI, TYAGI & ANURAG, 2016; 

BURTON & INGOLD, 1989; NIKI et al., 1989), são consideradas benéficas para o 

trânsito intestinal, além de atuarem na prevenção de anemia, câncer e também na proteção 

contra radicais livres (RONCERO et al., 2016). Já as sementes de girassol são fontes 

potássio, fósforo, cálcio e contém aminoácidos essenciais como valina, isoleucina e 

leucina (CARRÃO-PANIZZI & MANDARINO, 1994). 

Além da escolha das matrizes e suas características nutricionais, outro fator 

importante quando se trata de bebidas não lácteas carreadoras de probióticos é a 

viabilidade dos mesmos nessas matrizes vegetais. Para exercer os efeitos benéficos à 

saúde do hospedeiro os probióticos devem ser ingeridos em concentrações adequadas - 

106-107 UFC / mL ou g (HILL et al., 2014). Alguns estudos sugerem que a doses devem 

ser de 106-109 UFC / mL ou g para que os microrganismos cheguem ao intestino em uma 

concentração suficiente para conferir os efeitos benéficos (GROM et al., 2020). Matrizes 

não lácteas podem apresentar características que limitam a viabilidade dos probióticos 

quando comparada às matrizes lácteas. Leites vegetais podem conter fatores 

antinutricionais, pH desfavorável e menor disponibilidade de nutrientes. Além disso, a 

maioria dos probióticos são isolados de substratos lácteos, portanto essas cepas podem 

não encontrar condições favoráveis para crescimento, multiplicação e viabilidade em 

matrizes vegetais (VALERO-CASES et al., 2020; RASIKA et al., 2021). 

Com o intuito de explorar matrizes vegetais para transporte de microrganismos 

probióticos e selecionar cepas capazes de se adaptar a estas matrizes, o objetivo do 

trabalho foi avaliar a performance de leveduras e bactéria em co-cultivo na elaboração de 

bebida fermentada não láctea. Foram avaliadas a viabilidade dos microrganismos após 

armazenamento refrigerado por 28 dias, as performances fermentativas dos 

microrganismos e o perfil sensorial. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1 Microrganismos e condições de cultura 

 

As leveduras Pichia kluyveri CCMA 0615, Debaryomyces hansenii CCMA 1761, 

Pichia guilliermondi CCMA 1753 e a bactéria Lactiplantibacillus plantarum (antigo 
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Lactobacillus plantarum) CCMA 0743, todas fornecidas pela Coleção de Culturas de 

Microbiologia Agrícola (CCMA) da Universidade Federal de Lavras (Brasil) foram 

utilizadas neste trabalho. O Lactiplantibacillus plantarum foi isolado do Cauim, bebida 

indígena fermentada (RAMOS et al., 2011). As leveduras foram isoladas da fermentação 

natural de cacau (CCMA 0615, MOREIRA et al., 2013) e de azeitonas fermentadas 

(CCMA 1753 e CCMA 1761, SIMÕES et al., 2021). Os microrganismos foram 

previamente selecionados com base em características tecnológicas probióticas 

(FONSECA et al., 2020; MENEZES et al., 2019; SIMÕES et al., 2021). As leveduras e 

a bactéria lática (BAL) foram armazenados a −80 ° C em caldo de extrato de levedura-

peptona-dextrose (YPD) a 10 g / L de extrato de levedura (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

10 g / L de peptona (Himedia, Mumbai, Índia), 20 g / L de glicose (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) e caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Merck, Darmstadt, Alemanha), 

respectivamente, com 20% (v / v) de glicerol. As cepas de levedura e BAL foram 

reativadas em ágar YPD e ágar MRS, respectivamente, e incubadas por 24 h a 30 ° C para 

levedura e 37 ° C para BAL. 

 

2.2 Desenvolvimento da bebida vegetal fermentada 

 

O meio para os ensaios de fermentação controlada foi preparado conforme a 

formulação: para cada 900 mL de água foi utilizado 175g de sementes de girassol, 75g de 

aveia e 75 g de amêndoas (50% crua e 50% torrada sem sal). Antes do preparo da bebida 

todos os componentes foram deixados imerso em água filtrada over-night. Todos os 

substratos foram misturados e batidos no liquidificador até serem completamente 

triturados (BRUNO et al., 2020). A bebida foi filtrada para retirar a massa triturada e 

obter somente o “leite” vegetal. A pasteurização foi realizada a 80 º C por 40 minutos. 

Em seguida, as bebidas foram colocadas em gelo para a etapa de choque térmico, onde 

ficaram até arrefecimento completo. Após esse processo, os microrganismos foram 

adicionados conforme descrito abaixo. A bebida foi fermentada durante 24 horas a 30 º 

C. Os substratos foram adquiridos no mercado local de Lavras, Minas Gerais, Brasil. 

 

2.3 Ensaios de fermentação e amostragem 
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Cinco tratamentos foram realizados com diferentes microrganismos: (1) L. 

plantarum CCMA 0743 + Pichia kluyveri CCMA 0615; (2) L. plantarum CCMA 0743 + 

Pichia guilliermondi CCMA 1753; (3) L. plantarum CCMA 0743 + Debaryomyces 

hansenii CCMA 1761; (4) somente L. plantarum CCMA 0743 e (5) controle sem nenhum 

inóculo. As leveduras e a BAL já crescidos foram centrifugadas e ressuspensas no meio 

de fermentação com uma população de 6,0 log UFC/mL para as leveduras e 7,0 log 

UFC/ml para a bactéria. As fermentações foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 

mL, contendo 300 mL da bebida vegetal, a 30 ° C por 24 h. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. Foram retiradas amostras nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas de 

fermentação para contagem dos microrganismos e avaliação de pH. Ao final da 

fermentação as bebidas foram mantidas sob refrigeração a 4 º C por 28 dias. Também 

foram retiradas amostras com 7, 14, 21 e 28 dias de refrigeração para análises 

subsequentes.  

 

2.4 Enumeração dos microrganismos  

 

As populações totais de BAL, levedura, Enterobacteriaceae e fungos filamentosos 

foram determinadas por plaqueamento em ágar MRS (suplementado com 4 mL / L de 

nistatina), ágar YPD (suplementado com 0,1g / L de cloranfenicol), meio de ágar (Merck) 

de glicose biliar vermelho violeta (VRBG) e meio ágar Dichloran Rose Bengal 

Chloramphenicol (DRBC) (Kasvi), respectivamente. As placas foram incubadas a 37 ° C 

(BAL e Enterobacteriaceae) e a 30 ° C (levedura e fungos filamentosos) durante 24 h e 7 

dias para os fungos filamentosos. Após o período de incubação as unidades formadoras 

de colônias (UFC) foram enumeradas. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

2.5 Análises Químicas 

 

2.5.1 Determinação do pH durante a fermentação 

 

O pH das amostras da bebida em fermentação foi medido nos tempos 0, 6, 12 e 

24 horas com o auxílio de um pHmetro (Tecnal, Tec-3MT, São Paulo, Brasil). 

 

2.5.2 Análise de ácidos orgânicos, álcoois e carboidratos 
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As análises dos metabólitos foram realizadas usando um HPLC (Modelo LC-

10Ai; Shimadzu Corp., Tóquio, Japão), equipado com um sistema de detecção duplo 

consistindo de um detector de UV-vis (SPD-10Ai; Shimadzu) e um detector de índice de 

refração (RID-10Ai; Shimadzu). Uma coluna de exclusão de íons Shimadzu (Shim-pack 

SCR-101H, 7,9 mm × 30 cm) foi usada para álcoois, determinação de carboidratos (30 ° 

C) e ácidos orgânicos (50 ° C) (DUARTE et al., 2010). Os compostos foram identificados 

com base no tempo de retenção dos padrões e suas concentrações determinadas pelo 

método de calibração externa. Todas as amostras foram examinadas em duplicata. 

 

2.5.3 Extração de compostos voláteis e análise de cromatografia gasosa com 

espectrômetro de massa (GC-MS) 

 

Os compostos voláteis das amostras de bebidas foram extraídos pela técnica de 

microextração em fase sólida no headspace (SPME-HS), conforme descrito por Menezes 

et al., 2016 , com pequenas modificações. Dois mL das amostras foram colocados em um 

frasco de amostra de 15 mL. Uma fibra de 50/30 μm de divinilbenzeno / carboxeno / 

polidimetilsiloxano (DVB / CAR / PDMS) fornecida pela Supelco (Bellefonte, PA, EUA) 

foi usada para extrair os compostos voláteis. Esta fibra foi balanceada por 15 min a 60 ° 

C e então exposta às amostras em frascos de 15 mL por 30 min na mesma temperatura.  

Os compostos voláteis foram analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de 

massa (GC-MS) (Modelo GCMS-QP2010SE; Shimadzu, Tóquio, Japão) equipado com 

uma coluna de cera Carbo (30 m × 0,25 mm id × 0,25 μm espessura do filme). A 

temperatura do forno foi fixada em 40 ° C por 5 min, aumentada até atingir 220 ° C (a 

uma taxa de 10 ° C / min) e, finalmente, mantida nesta temperatura por 10 min. O gás de 

arraste foi o hélio de alta pureza, a 0,7 mL / min. Foi usada injeção sem divisão. O detector 

seletivo de massa foi um quadrupolo, com sistema de ionização por impacto eletrônico a 

70 eV e 250 ° C. Os compostos voláteis foram identificados utilizando o software GC / 

MS Solution ver. 2.6. 

 

2.6 Atividade antioxidante pelos métodos complexo fosfomolibdênio e eliminação 

do radical ABTS 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918303508?casa_token=70bMP6V0wkcAAAAA:GqSn5mNd4eTp178WRJoMUghDkfosnqAMTMEN3XjeGdHoMYdxMsjeULekrkki2dTtsPfeXfivJSn4#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918303508?casa_token=70bMP6V0wkcAAAAA:GqSn5mNd4eTp178WRJoMUghDkfosnqAMTMEN3XjeGdHoMYdxMsjeULekrkki2dTtsPfeXfivJSn4#bb0110
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918303508?casa_token=70bMP6V0wkcAAAAA:GqSn5mNd4eTp178WRJoMUghDkfosnqAMTMEN3XjeGdHoMYdxMsjeULekrkki2dTtsPfeXfivJSn4#bb0110
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Os extratos foram obtidos de acordo com o método descrito por De Souza et al., 

(2012) com pequenas modificações. Resumidamente, 5 mL das amostras da bebida foram 

adicionadas em tubos de centrífuga e extraídas sequencialmente com 10 mL de metanol 

50% (v / v) à 25 º C por 1 hora. Os tubos foram centrifugados a 7000 rpm em temperatura 

ambiente por 10 min, e o sobrenadante foi recuperado. Em seguida, foram adicionados 

10 mL de acetona 70% (v / v) ao resíduo à temperatura ambiente. As amostras foram 

extraídas por 1 hora e centrifugadas, nas mesmas condições de antes. Os extratos de 

metanol e acetona foram usados para a determinação da atividade antioxidante como 

segue. 

 

2.6.1 Método complexo fosfomolibdênio (PCM) 

 

A atividade antioxidante foi determinada pelo PCM de acordo com a metodologia 

modificada descrita por Prieto, Pineda, & Aguilar (1999). Uma alíquota de 100 µl do 

extrato da amostra foi colocada em tubos e misturada com 3 mL de solução reagente 

(ácido sulfúrico 1,8 M, fosfato de sódio 28 mM e molibdato de amônio 4 mM). Os tubos 

foram tampados e incubados em banho-maria a 95 ° C por 90 min. Em seguida, as 

amostras foram resfriadas à temperatura ambiente e a absorbância do complexo de 

fosfomolibdênio foi medida a 695 nm. Uma mistura contendo metanol 50% e acetona 

70% (1: 1) foi utilizada como branco. A quantificação foi baseada em uma curva padrão 

de ácido ascórbico (1,95 a 500 µg), e os resultados foram expressos em mg equivalentes 

de ácido ascórbico (AAE) por mL de amostra. 

 

2.6.2 Eliminação do radical ABTS 

 

A atividade de eliminação de radical das amostras da bebida fermentada foi 

avaliada utilizando o radical 2,20-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) de 

acordo com Re et al., (1999) com pequenas modificações. Resumidamente 30 µl dos 

extratos das amostras ou da substancia referência (Trolox) foram adicionados a 3 mL da 

solução de radical ABTS e deixados reagir no escuro por 6 minutos. A absorbância foi 

medida a 734 nm. A quantificação foi baseada em uma curva padrão de Trolox, e os 

resultados são expressos como micromoles de equivalentes de Trolox (TE) por mL da 

amostra (µmol de TE / mL). 
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2.7 Análise sensorial 

 

  Análise sensorial foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Dairou & 

Sieffermann, (2002). Os avaliadores se reuniram em três sessões. Cinco amostras 

codificadas (quatro fermentadas e uma não fermentada) foram apresentadas 

simultaneamente durante a primeira sessão. Os avaliadores precisavam descrever os 

atributos mais importantes, que deveriam ser suficientemente discriminantes para 

diferenciar as amostras quanto à aparência, sabor, textura, odor e gosto residual. Na 

segunda sessão, eles procederam à avaliação para classificar todas as amostras em seus 

atributos de acordo com as diferenças de intensidade em uma escala ordinal ancorada de 

"inferior" para "superior" (empates eram permitidos). A terceira sessão foi uma réplica 

da etapa de avaliação. As bebidas vegetais (40 mL) foram servidas à temperatura de 

consumo (4,0 ± 1,0 ° C), sendo fornecida água mineral para enxágue da boca entre as 

amostras. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da UFLA (CAAE: 

48881621.0.0000.5148). 

 

2.8 Análise Estatística 

 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os 

dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas 

por meio do teste de Scott-Knott com significância no nível de p<0,05. Os dados foram 

analisados por meio do software SISVAR versão 5.8 (FERREIRA, 2014). 

A Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa foi analisada por 

Análise de Componentes Principais (PCA) usando o software SensoMaker 1.92 (NUNES 

& PINHEIRO, 2012). 

A análise sensorial foi realizada pelo método Flash Profile. Uma configuração de 

consenso para os dados foi fornecida pela análise Procrustes generalizada (GPA). Apenas 

atributos citados por pelo menos três provadores (20% do painel) foram usados para 

visualizar a relação entre atributos e as bebidas. Os dados do perfil All-Flash foram 

realizados pelo software XLSTAT® 2020.4.1 (AddinsoftTM, Paris, França). 

 

3. Resultados e Discussão 

  

3.1 Processo fermentativo, perfil de crescimento e acidificação da bebida  
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Neste estudo foi utilizado o processo de co-fermentação envolvendo uma BAL e 

diferentes leveduras. O uso da combinação de leveduras com bactérias láticas para a 

fermentação de bebidas não lácteas é bem estabelecido na literatura (MENEZES et al., 

2018; LU et al., 2018; FREIRE, RAMOS & SCHWAN, 2017; FREIRE, RAMOS & 

SCHWAN, 2015; SANTOS et al., 2014; RAMOS et al., 2010). O uso somente de 

leveduras poderia acarretar na alta produção de álcool, que é indesejável para uma bebida 

probiótica (não alcóolica). As concentrações de álcool presentes em bebidas não 

alcóolicas variam de acordo com a legislação de cada país (IGNAT et al., 2020). A 

legislação brasileira considera bebidas não alcóolicas aquelas que apresentam no máximo 

5 g/L de álcool (BRASIL, 2009). Segundo Freire, Ramos e Schwan (2015), a menor 

produção de álcool em co-fermentação ocorre devido à competição por nutrientes entre 

as leveduras e a bactéria, resultando na falta de açúcares fermentáveis para a produção do 

álcool pelas leveduras. Além disso, a matriz vegetal utilizada teve como base três 

diferentes componentes (aveia, sementes de girassol e amêndoas). O que possibilita uma 

maior diversidade de nutrientes para os microrganismos, aprimorando metabolismo e 

consequentemente crescimento (GRANATO et al., 2010; SILVA, SILVA & RIBEIRO, 

2020).  

A figura 1 mostra o crescimento microbiano durante o processo fermentativo. No 

início da fermentação não houve diferenças significativas na contagem entre tratamentos, 

tanto para o tempo 0, quanto após 6 horas. A cepa Debaryomyces hansenii expressou o 

maior (p<0,05) crescimento populacional (11,45%) com 12 horas e se manteve estável 

até o final da fermentação apresentando valores em torno de 7,5 log UFC/ml. Pichia 

kluyveri e Pichia guilliermondi apresentaram comportamento semelhante ao longo da 

fermentação, mantendo a contagem em torno de 6,7 log UFC/ml (Figura 1A). Embora D. 

hansenii tenha conseguido se desenvolver bem, o mesmo não ocorreu para P. kluyveri e 

P. guilliermondi. É possível que a presença da bactéria interfira negativamente no 

crescimento de ambas as leveduras através da produção de metabólitos ou até mesmo pela 

competição de nutrientes.   

 

Figura 1- Crescimento microbiano durante a fermentação.  
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A – contagem das leveduras. B – contagem da bactéria. Diferentes letras minúsculas denotam 

diferenças (p<0,05) entre os tratamentos durante o mesmo tempo. Diferentes letras maiúsculas 

denotam diferença (p<0,05) do mesmo tratamento em tempos diferentes de acordo com o teste de 

Scott Knott 

 

A contagem de Lactiplantibacillus plantarum CCMA 0743 também foi 

monitorada ao longo do processo fermentativo (Figura 1B), com o intuito de verificar se 

as cepas de leveduras utilizadas teriam efeito, positivo ou negativo, no crescimento da 

bactéria. Estudos já relataram interações positivas e negativas entre leveduras e bactérias 

do ácido lático (ÁLVAREZ-MARTÍN et al., 2008). Após 6 horas de fermentação a 

contagem da bactéria expressou aumento (p<0,05) de, em média, 18,23% para todos os 

tratamentos, ficando acima de 8,0 log UFC/ml. Com 12 horas de fermentação a contagem 

ainda permanecia alta e estável para todos os tratamentos. Ao final do processo 

fermentativo os ensaios de monocultura e co-cultura contendo P. guilliermondi 

mostraram aumento de 21,05% e 24,33%, respectivamente na contagem atingindo valores 

próximos de 9,0 log UFC/mL. Para os ensaios contendo P. kluyveri e D. hansenii, houve 

uma pequena redução de 2,14% e 0,92%, respectivamente. Os resultados revelam que a 

presença das leveduras não interferiu negativamente no crescimento da bactéria. 
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Enterobactérias e fungos filamentosos não foram detectados em nenhum dos 

tratamentos (dados não mostrados), nem no início e nem ao final da fermentação. A 

pasteurização e a diminuição do pH pela atividade da cultura inoculada são fatores que 

podem contribuir para inibição do crescimento desses microrganismos. 

A queda do pH durante o processo fermentativo é demostrada na figura 2. A 

acidificação das bebidas foi avaliada nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas. O final da 

fermentação foi determinado pela estabilização do pH. Observou-se que a partir das 12 

horas de fermentação o pH permaneceu estável. O controle se manteve estável durante 

quase toda fermentação, apresentando pequena alteração (p<0,05) do tempo 6 para 12 

horas. No geral, todos os tratamentos apresentaram queda (p<0,05) no pH quando 

comparados ao controle. Com 6 horas de fermentação os ensaios contendo P. 

guilliermondi, D. hansenii e L. plantarum em monocultura apresentavam pH abaixo de 

5,0. Com 24 horas, os menores valores de pH foram observados para os ensaios contendo 

P. kluyveri (3,75), P. guilliermondi (3,70) e L. plantarum (3,60). O ensaio com D. 

hansenii foi capaz de reduzir o pH (4,25), porém em menor intensidade que os demais 

tratamentos. A redução do pH ocorre devido à produção de ácidos orgânicos durante o 

processo fermentativo a partir da ação dos microrganismos que foram inoculados 

(MENEZES et al., 2018). O baixo pH, proporcionado pelos ácidos orgânicos presentes 

na bebida, influenciam de forma benéfica a atividade probiótica dos microrganismos. A 

presença desses ácidos reduz o pH intestinal, inibindo o crescimento de patógenos. Além 

disso, aumentam o peristaltismo, o que faz com que os patógenos sejam removidos de 

forma indireta ao acelerar o trânsito intestinal (KAILASAPATHY & CHIN, 2000; 

LAROIA & MARTIN, 1990). A redução do pH da bebida é de grande importância, pois 

irá influenciar na vida útil e também evitar a contaminação do alimento (ADESULU-

DAHUNSI, DAHUNSI & OLAYANJU, 2020; RATHORE et al., 2012).  

 

Figura 2- Redução do pH durante o processo fermentativo. 
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Diferentes letras minúsculas denotam diferenças (p<0,05) entre os tratamentos durante o mesmo 

tempo. Diferentes letras maiúsculas denotam diferença (p <0,05) do mesmo tratamento em 

tempos diferentes de acordo com o teste de Scott Knott. 

 

3.2 Viabilidade probiótica durante o período de estocagem 

 

O número adequado de microrganismos probióticos no momento do consumo é 

um desafio, pois as condições de armazenamento afetam a viabilidade dos organismos 

probióticos (TRIPATHI & GIRI, 2014).  

A viabilidade da bactéria e das leveduras potencialmente probióticas foi analisada 

após 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento a 4º C e os dados são mostrados na figura 3. 

Os dados obtidos mostram que a levedura P. guilliermondi manteve contagem estável 

(p<0,05) durante todo o período de estocagem apresentando valores em torno de 6,7 log 

UFC/mL (Figura 3A). Já a P. kluyveri, manteve sua contagem até 14 dias, mas aos 21 

dias de armazenamento apresentou redução de 12,37%. Menezes et al., (2018), 

trabalhando com milho como substrato para a fermentação e utilizando a mesma cepa 

CCMA 0615 (P. kluyveri) também observou queda no número de células viáveis desta 

levedura durante a estocagem, mostrando sua susceptibilidade em temperaturas mais 

baixas. A cepa D. hansenii apresentou boa estabilidade, chegando a apresentar aumento 

na contagem a partir do vigésimo primeiro dia ficando acima de 7,0 log UFC/mL até o 

final do período de refrigeração. D. hansenii é capaz de crescer em temperaturas baixas, 

até mesmo abaixo de 0 ºC (BREUER & HARMS, 2006) e também em ambientes ácidos, 

pH em torno de 3,0 (ADESULU-DAHUNSI, DAHUNSI & OLAYANJU, 2020; NOUT 
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& SARKAR, 1999). O aumento no número de células apresentado por D. hansenii pode 

estar relacionando a essas duas características, isso fez com que ela sobressaísse em 

relação as outras leveduras durante o armazenamento.  

 

Figura 3- Viabilidade probiótica no período de armazenamento de 28 dias a 4 ºC. 

  

 

A – contagem das leveduras. B – contagem da bactéria. Diferentes letras minúsculas denotam 

diferenças (p<0,05) entre os tratamentos durante o mesmo tempo. Diferentes letras maiúsculas 

denotam uma diferença (p<0,05) do mesmo tratamento em tempos diferentes de acordo com o 

teste de Scott Knott. 

 

Em relação a dinâmica do crescimento de L. plantarum, a bactéria conseguiu 

manter (p<0,05) a viabilidade desde o final da fermentação até o ultimo dia de estocagem, 

quando cultivada juntamente com D. hansenii (Figura 3B). Menezes et al., (2018) 

também verificaram maior viabilidade da bactéria probiótica Lactobacillus paracasei 

quando cultivado com leveduras (Saccharomyces cerevisiae CCMA 0731 e 0732). L. 

plantarum em cultivo simples apresentou contagem de 8,97 log UFC/mL ao final da 

fermentação (tempo 0 de estocagem), mas com 21 dias de refrigeração foi observada 
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redução de 2,05%, expressando contagem de 8,60 log UFC/mL. No ensaio contendo P. 

guilliermondi a bactéria se manteve estável (p<0,05) até o sétimo dia de armazenamento, 

apresentando uma queda sutil de 2,13% no número de células a partir do décimo quarto 

dia. Enquanto no ensaio com P. kluyveri, apresentou redução de 1,86% na contagem com 

21 dias de armazenamento. Mesmo com as reduções na contagem viável das células, 

todos os ensaios apresentaram valores acima de 8,0 log UFC/mL ao final do 

armazenamento. Destaque para, o ensaio L. plantarum + D. hansenii que se mostrou o 

tratamento com melhor estabilidade/viabilidade durante a estocagem. Coda et al., (2012), 

utilizaram cepas de L. plantarum (6E e M6) para fabricar bebidas vegetais com diversos 

substratos (arroz, aveia, soja, cevada) e ambas as cepas mostraram alta densidade celular 

viável (8,0 log UFC/ml) após 30 dias de armazenamento. Mesquita et al., (2020), 

trabalhando com grão de bico e coco para produção de bebidas, relataram estabilidade 

probiótica da cepa L. paracasei subsp paracasei LBC 81 durante armazenamento. A 

presença de compostos, como por exemplo vitaminas e aminoácidos, dióxido de carbono, 

piruvato, propionato e succinato produzidos pelas leveduras durante a fermentação 

influenciam no crescimento da bactéria e também na sua resistência ao armazenamento 

refrigerado, assegurando a viabilidade e, consequentemente, aumentando o tempo de 

prateleira da bebida (ROOSTITA & FLEET, 1996; LEROY & PIDOUX, 1993). 

Microrganismos probióticos em matrizes não lácteas são mais propensos a perder 

sua viabilidade do que em matrizes lácteas (MARSH et al., 2014), e garantir a viabilidade 

desses microrganismos durante processamento e armazenamento, a fim de manter sua 

alta concentração (106 – 109 UFC/mL) é essencial para que no momento do consumo o 

produto possa exercer os efeitos benéficos (BRASIL, 2002; MARSH et al., 2014; 

VALERO-CASES et al., 2020; GROM et al., 2020). Os dados mostram que duas 

leveduras (P. guilliermondi e D. hansenii), juntamente com L. plantarum, ficaram dentro 

das concentrações adequadas (106 – 109 UFC/mL) mesmo após 28 dias em refrigeração. 

 

3.3 Consumo de açúcares e metabólitos produzidos 

 

Os resultados da análise de carboidratos, ácidos orgânicos e álcool avaliados por 

HPLC são mostrados na Tabela 1. Os compostos foram quantificados no início (0 h) e 

final da fermentação (24 h). A sacarose foi o principal carboidrato detectado. O mesmo 

foi observado por Menezes et al., 2018 e Freire, Ramos e Schwan, 2017, trabalhando com 
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cereais como substrato. Mauro & Garcia, 2019, utilizando coco para produção de bebida 

não láctea também observaram maiores concentrações de sacarose no início da 

fermentação. Sacarose, glicose e frutose foram consumidas durante o processo 

fermentativo, mas concentrações residuais ainda foram observadas às 24 horas. A glicose 

é o carboidrato mais preferível para todas as leveduras (KIM et al., 2013; HORAK, 2013). 

Mesmo com outros açucares presentes durante a fermentação, o maior consumo foi 

observado para glicose (em média 80,88%) enquanto que o consumo de sacarose foi de 

75,30% e de frutose 63,63%. Nenhuma alteração foi detectada no controle para todos os 

compostos, visto que não houve inoculação com microrganismos. 

O ácido málico, presente no início da fermentação, foi convertido em ácido lático, 

se tornando o principal metabólito produzido. A conversão dos ácidos ocorreu através da 

fermentação malolática que é definida como a conversão de ácido L-málico, um ácido 

dicarboxílico, em ácido L-láctico, um ácido monocarboxílico, com a produção de CO2. A 

reação é catalisada por bactérias do ácido láctico, incluindo bactérias dos gêneros 

Lactobacillus, Pediococcus e Leuconostoc (WIBOWO et al., 1985). Já foi demonstrado 

que em baixo pH, Lactobacillus plantarum CECT 220 é capaz de degradar o ácido málico 

como forma de proteção (GARCIA, ZUNIGA & KOBAYASHI. 1992). L. plantarum 

quando cultivado juntamente com P. kluyveri apresentou a maior concentração de ácido 

lático (5,81 g/L), seguido pelo ensaio de cultura simples (5,75 g/L). A presença do ácido 

acético também foi detectada após 24 horas de fermentação apresentado concentrações 

com variação de 0,03 g/L e 0,07 g/L entre os tratamentos. L. plantarum é 

heterofermentativo facultativo, podendo ter como produtos, além do ácido lático, o ácido 

acético e/ou etanol. O comportamento heterofermentativo é expresso quando em 

condições de limitação de glicose (KANDLER & WEISS, 1986; CORSETTI & 

SETTANI, 2007; MAYO et al., 2010). As baixas concentrações de glicose observadas ao 

final da fermentação explicam o comportamento heterofermentativo do microrganismo. 

O ácido cítrico foi consumido durante a fermentação, mas não por completo. 

Concentrações residuais ainda puderam ser observadas. Já o ácido succínico apresentou 

pequeno aumento nas concentrações com 24 horas de fermentação e se manteve constante 

para todos os tratamentos expressando valores abaixo de 1,0 g/L. Menores concentrações 

de ácido succínico também foram observadas por Mauro & Garcia, 2019. A presença dos 

ácidos orgânicos durante a fermentação é de grande importância, pois são eles que irão 



56 
  

influenciar no sabor do produto final (SALIM-UR-REHMAN, PATERSON, & 

PIGGOTT, 2006). 

Em relação as concentrações de álcool, somente o etanol foi detectado ao final da 

fermentação. O ensaio contendo D. hansenii apresentou a maior concentração (0,42 g/L) 

desse composto, isso pode estar relacionado ao fato da levedura ter melhor se adaptado a 

matriz fermentativa. Nos demais ensaios as concentrações foram menores, porém 

mensuráveis. Todos os ensaios apresentaram valores abaixo de 5 g/L, concentração 

máxima permitida para uma bebida ser considerada não alcoólica. 
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Tabela 1 - Concentração de carboidratos, ácidos orgânicos e álcoois em bebida à base de aveia, sementes de girassol e amêndoas fermentada com 

diferentes inóculos. 

  Concentração dos Compostos (g/L) 

Fermentação 

(horas) 
Amostras Sacarose Glicose Frutose 

Ácido 

Cítrico 

Ácido 

Málico 

Ácido 

Succínico 

Ácido 

Lático 

Ácido 

Acético 
Etanol 

0 

Controle 
0,79 ± 

0,07 aA 

0,68 ± 

0,11 aA 

0,33 ± 

0,00 aA 

0,30 ± 

0,00 aA 

0,12 ± 

0,03 aA 

0,01 ± 

0,00 bB 
ND eB ND dB ND cB 

L. plantarum + 

CCMA 0615 

0,78 ± 

0,11 aA 

0,68 ± 

0,08 aA 

0,33 ± 

0,11 aA 

0,30 ± 

0,00 aA 

0,11 ± 

0,00 aA 

0,03 ± 

0,01 aB 
ND eB ND dB ND cB 

L. plantarum + 

CCMA 1753 

0,78 ± 

0,15 aA 

0,67 ± 

0,11 aA 

0,32 ± 

0,04 aA 

0,30 ± 

0,00 aA 

0,12 ± 

0,00 aA 

0,03 ± 

0,00 aB 
ND eB ND dB ND cB 

L. plantarum + 

CCMA 1761 

0,79 ± 

0,07 aA 

0,67 ± 

0,14 aA 

0,32 ± 

0,07 aA 

0,30 ± 

0,00 aA 

0,12 ± 

0,01 aA 

0,01 ± 

0,00 bB 
ND eB ND dB ND cB 

L. plantarum 

(CCMA 0743) 

0,79 ± 

0,09 aA 

0,68 ± 

0,16 aA 

0,32 ± 

0,10 aA 

0,30 ± 

0,00 aA 

0,12 ± 

0,00 aA 

0,01 ± 

0,00 bB 
ND eB ND dB ND cB 

24 

Controle 
0,79 ± 

0,15 aA 

0,67 ± 

0,47 aA 

0,33 ± 

0,02 aA 

0,30 ± 

0,01 aA 

0,12 ± 

0,01aA 

0,01 ± 

0,00 bB 
ND eB ND dB ND cB 

L. plantarum + 

CCMA 0615 

0,19 ± 

0,01bB 

0,13 ± 

0,00 bB 

0,12 ±  

0,01 bB 

0,15 ± 

0,00 dB 
ND bB 

0,07 ± 

0,00 aA 

5,81 ± 

0,02 aA 

0,03 ± 

0,00 cA 

0,07 ± 

0,04 bA 

L. plantarum + 

CCMA 1753 

0,14 ± 

0,02 bB 

0,12 ± 

0,01 bB 

0,10 ± 

0,00 bB 

0,18 ± 

0,00 cB 
ND bB 

0,06 ± 

0,00 aA 

5,71 ± 

0,00 cA 

0,04 ± 

0,00 bA 

0,04 ± 

0,00 bB 
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L. plantarum + 

CCMA 1761 

0,19 ± 

0,02 bB 

0,13 ± 

0,00 bB 

0,14 ± 

0,00 bB 

0,21 ± 

0,00 bB 
ND bB 

0,06 ± 

0,00 aA 

2,08 ± 

0,00 dA 

0,07 ±      

0,00 aA 

0,42 ± 

0,06 aA 

L. plantarum 

(CCMA 0743) 

0,26 ± 

0,00 bB 

0,14 ± 

0,00 bB 

0,12 ±  

0,01bB 

0,18 ±  

0,00 cB 
ND bB 

0,11 ± 

0,00 aA 

5,75 ± 

0,01 bA 

0,03 ± 

0,00 cA 

0,07 ± 

0,00 bA 

ND = não detectado. Média ± desvio padrão. Diferentes letras minúsculas na mesma coluna denotam diferença (p<0,05) entre os tratamentos em um mesmo 

tempo. Diferentes letras maiúsculas na mesma coluna denotam diferenças (p <0,05) do mesmo tratamento em tempos diferentes de acordo com o teste de Scott 

Knott.
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3.4 Identificação dos compostos voláteis por GC-MS 

 

 Os compostos voláteis são considerados muito importantes pelas indústrias de 

alimentos, pois possuem papel fundamental na determinação dos perfis sensoriais dos 

produtos alimentares (CAPOZZI et al., 2016). 

 Um total de 113 compostos foram identificados por GC-MS, considerando todos 

os ensaios de fermentação. Esses compostos incluem álcoois, aldeídos, alcanos, alquenos, 

ácidos, ésteres, éteres, cetonas, fenol, amida e outros (Tabela 2). Os principais compostos 

identificados foram os álcoois, 28 no total. Os álcoois são compostos essenciais de 

qualquer fermentação microbiana (NISSEN, CASCIANO & GIANOTTI, 2021). Os 

ensaios contendo L. plantarum + P. guilliermondi e L. plantarum + Debaryomyces 

hansenii apresentaram maior número de compostos alcoólicos do que o ensaio de cultura 

simples (L. plantarum). O mesmo foi observado por Menezes et al., 2018. Alguns álcoois 

que apresentam aromas desejáveis para a bebida foram detectados ao final da 

fermentação, sendo eles 1-hexanol (odor frutado e sabor aromático), 1,6-octadien-3-ol, 

3,7-dimethyl (coentro, floral, lavanda, limão e rosa), 1-octanol (odor fresco de laranja-

rosa, que é bastante doce), 1-nonanol (fresco, laranja, rosa), álcool benzílico (doce, floral), 

2,4-decadien-1-ol e trans-2-Decenol (odor frutado), álcool feniletílico (odor de rosas), 1-

decanol (odor floral e laranja), mirtenol (fresco e hortelã) entre outros. O álcool 

feniletílico foi detectado em todos os ensaios. Este composto é proveniente da degradação 

da fenilalanina pela via de Ehrlich, é um dos álcoois mais abundantes produzidos por 

leveduras (GRONDIN et al., 217; WU, XU & CHEN, 2012; ABBAS, 2006). Já o etanol, 

descrito como tendo odor doce, vinho e álcool, foi identificado somente nos ensaios de 

co-cultura. Salmerón, Thomas & Pandiella, 2014, sugeriram que ensaios de co-cultura 

contendo cepas de levedura e lactobacilos têm maior capacidade de produzir etanol do 

que ensaios contendo somente lactobacilos.  

  

 

 

 

 



60 
  

Tabela 2- Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 
 

  Ensaios 

Classe 

Química 
Compostos voláteis 

Percepção 

sensorial 
Substrato 

L. 

plantarum 

+ Pichia 

kluyveri 

L. plantarum 

+ Pichia 

guilliermondii 

L. plantarum + 

Debaryomyces 

hansenii 

L. 

plantarum 

Álcoois 

1-hexanol 

Ingrediente 

aromatizante: 

odor frutado e 

sabor aromático a 

P P P P P 

1-octen-3-ol 

Pepino, terra, 

gordura, floral, 

cogumelo e 

P P - - - 

1-heptanol 

Perfumado, 

amadeirado, 

pesado, oleoso, 

fraco, aromático, 

odor gorduroso e 

um sabor picante 

e picante a 

P P P P P 

1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl 

Coentro, floral, 

lavanda, limão, 

rosa e 

P P P P P 

Ciclohexanol, 2,4-dimethyl - P - - - - 
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Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Álcoois 

1-octanol 

Odor fresco de 

laranja-rosa, que 

é bastante doce a 

P P P P P 

1-nonanol 
Fresco, laranja, 

rosa a 
P P P P P 

Cis-verbenol - P P P - P 

Benzyl alcohol Doce, floral f P P P P P 

2,4-decadien-1-ol Frutado e - P P P P 

Trans-2-Decenol Frutado e - - - - P 

1-hexanol, 5-methyl-2-(1-

methylethyl) 
- - - - - P 

3-nonen-1-ol, (Z) - - P P P P 

3-decen-1-ol, (Z) - - - - - P 

Phenylethyl alcohol Odor de rosa c,d P P P P P 

Ethanol 
Álcool, vinho, 

doce j 
- P P P - 

Isoamyl alcohol 

Queimado, 

cacau, floral, 

malte e 

P - - P - 

Amyl alcohol 
Balsâmico, fruta, 

verde, picante e 
- P - P - 



62 
  

 

Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Álcoois 

3-ethyl-4-nonanol - - - - P - 

1-decanol 
Odor floral e 

laranja b 
- - P - - 

1-Butanol, 3-methyl 

Óleo 

combustível, 

característica de 

uísque, odor 

pungente a 

P - - P - 

Myrtenol Menta, fresco e P - - - - 

(Z)-4-decen-1-ol - - - P - - 

3-methyl-hepta-1,6-dien-3-ol - - - P - - 

2,4-undecadien-1-ol - - P - - - 

(S)-(-)-(4-isopropenyl-1-

cyclohexenyl)methanol 
- - - - P - 

Tricyclo[4.4.0.0(2,8)]decan-9-ol 

 
- - - - P - 

3-tetradecyn-1-ol - - P - - - 
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Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Ésteres 

Acetic acid, 1,7,7-trimethyl-

bicyclo[2.2.1]hept-2-yl ester 
- P P P - P 

Acetic acid, [4-(1-hydroxy-1-

methylethyl)cyclohex-1-enyl]methyl 

ester 

- - P P - P 

Ethyl octanoate 

Damasco, 

gordura, floral, 

abacaxi e 

- - - P - 

Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-

trimethyl-, acetate, (1S-endo)- 
- - - - P - 

Ethyl decanoate 
Conhaque, uva, 

pêra e 
- - - P - 

Bicyclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-methylene-

1-(1-methylethyl)-, acetate 
- - - P P - 

Dl-Alanine ethyl ester - - P - - - 

Isoamyl acetate 
Maçã, banana, 

pêra e 
- P - - - 

Hexyl ester 

Maçã, banana, 

grama, erva, pêra 
e 

- P - - - 

Octyl acetato - - P - - - 

Nonyl acetato Frutado e - P - - - 

Linalyl anthranilate Floral e - P - - - 
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Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Alcanos 

Tetradecane - P P P P P 

Dodecane, 2,6,11-trimethyl - - P - - - 

Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2,4-

bis(1-methylethenyl)-, [1S-

(1.alpha.,2.beta.,4.beta.)] 

- - P - - - 

Undecane, 3,5-dimethyl - - - - - P 

Decane, 5,6-dipropyl - - - - - P 

Tetradecane, 5-methyl - - - - - P 

Nonane, 5-methyl-5-propyl - - - - - P 

Hexadecane - P P P - P 

3-Acetoxypentadecane - - - - - P 

Nonane, 5-buthyl - - - - P - 

Cyclopropane, butyl - - P - - - 

Heneicosane, 11-(1-ethylpropyl) - - P - - - 
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Heptadecane, 8-methyl - - P - - - 

Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Aldeídos 

2-heptenal, (Z) 

Leitoso, verde, 

gorduroso e 

oleoso h 

P P P P P 

Nonanal 

Forte, parecido 

com sabão, 

metálico a 

P - - - - 

2-octenal, (E) - P P P - P 

Benzaldehyde Pungente i P P P P P 

2-nonenal, (E) - P - P P P 

2-decenal, (Z) - - - - - P 

2,4-decadienal, (E,E) - P P P P P 

Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl) - P P P P P 

Acetaldehyde, (3,3-

dimethylcyclohexylidene)-, (E) 
- - - P - P 

2-undecenal - P - - - P 

Ácidos 

Hexanoic acid 
Odor rançoso-

gorduroso a 
- P P P P 

Octanoic acid - - P P P P 

n-Hexadecanoic acid 

Sabor 

praticamente 

inodoro e suave a 

P P - P P 



66 
  

Acetic acid 
Pungente, ácido, 

queijo, vinagre g 
- P P P P 

Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Ácidos 

Heptanoic acid - - P P - P 

n-Decanoic acid - - - P P P 

Pentadecanoic acid - - - - - P 

Tetradecanoic acid 

Muito fraco, 

ceroso-oleoso; 

quase inodoro a 

P - - P P 

Dodecanoic acid 

Odor gorduroso, 

desagradável e 

rançoso a 

- P - P - 

9,12-octadecadienoic acid (Z,Z) - P - - P - 

Nonanoic acid Gorduroso f - - P P - 

Alcenos 

Alpha-pinene 

Madeira de 

cedro, 

pinho e 

P P P P - 

1H-Cyclopropa[a]naphthalene, 

1a,2,3,5,6,7,7a,7b-octahydro-1,1,7,7a-

tetramethyl-, [1aR-

(1a.alpha.,7.alpha.,7a.alpha.,7b.alpha.)] 

- P P P P P 

3-Nonen-5-yne, 4-ethyl- - - - - - P 

1-Undecene, 8-methyl - P - P P P 
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Kaur-16-ene - P P P P P 

 

 

Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Alcenos 

(1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-

2-ene 
- - P P - P 

1,3,6-Heptatriene, 2,5,6-trimethyl- - - - - - P 

1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl- - - - - - P 

5-Tetradecen-3-yne, (E)- - - - - P - 

Cetonas 

Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6,6-

trimethyl-, (1S) 
- P - - - P 

Acetoin 

Manteiga, 

cremosa, 

pimenta verde e 

- - P - P 

2-Undecanone 
Fresco, verde, 

laranja, rosa e 
- P - - P 

2-Heptanone, 1-ethoxy- - - - - - P 

2-Tridecanone Salgado e - - - - P 

2-nonanone 

Perfumado, 

fruta, verde, leite 

quente e 

- P - - - 

4-nonanone - - P - - - 

2-Hexanone, 3-methyl-4-methylene - - P - - - 
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Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (continua). 

 

Éter 

Dimethyl ether - - - - - P 

9-decen-1-ol, methyl ether - - P - - P 

Estragole Alcaçuz e P P P P P 

Amida 

l-Alanine ethylamide, (S) - - P P P P 

Propanamide, N-methyl-2-amino  - - - P - 

Fenol P-ethylphenol 
Couro, fenol, 

especiarias e 
- P P P P 

Outros 

Benzene, 1-ethyl-3-methyl - P - - - P 

Benzene, 1-ethyl-2-methyl - P - P - P 

alfa-Copaene - P P P P P 

beta-Bisabolene Floral e P - P P P 

Carvone 

Manjericão, 

amargo, 

cominho, erva-

doce, hortelã e, f 

P P P P P 
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alpha-Muurolene - - P - - - 

 

 

 

 

Tabela 2. Compostos voláteis identificados por análise de GC-MS no início (substrato) e final da fermentação (conclusão). 

 

Outros 

Pinocarvone - P - P P P 

2-pentylfuran 

Manteiga, floral, 

fruta, feijão 

verde e 

P - P P P 

Benzene, 1,2,3-trimethyl - P - P - P 

Benzene, 1,2,4-trimethyl - - - - P - 

D-Limonene Cítrico, Menta e P - - P - 

2,5-dimethylpyrazine 
Cacau, rosbife, 

noz assada e 
- - P P - 

Benzene, 1-ethyl-4-methyl - - - - P - 

Pyrazine, 2-ethyl-5-methyl Frutado e - P - - - 

(E)-.beta.-Famesene - - P - - - 

P: composto detectado; -: percepção sensorial não encontrada / composto não detectado. As percepções sensoriais foram citadas em: a – Menezes et al., 2018; 

b - Ogunremi, Agrawal, Sanni, 2020; c - Cordente et al., 2019; d - Di Cagno et al., 2020; e -  https://www.femaflavor.org/; f - www.flavornet.org; g - Liszkowska 

& Berlowska, 2021; h- Johnson, Heymann & Ebeler, 2015; i - Petel, Prost & Onno, 2017; j - Salmerón, Thomas & Pandiella, 2014. 

https://www.femaflavor.org/
http://www.flavornet.org/


70 
  

Em relação aos ésteres, a maior quantidade de compostos foi detectada no ensaio 

L. plantarum + P. kluyveri. A presença dos ésteres é importante nas bebidas por 

apresentarem odores frutados que conferem traços sensoriais característicos 

(SUOMALAINEN, 1971). Ésteres com odores de uva, pêra, abacaxi, maçã e banana 

foram identificados ao final da fermentação. Atributos como “odor frutado” e “sabor 

frutado” foram mencionados na sensorial, porém sua utilização não foi possível por não 

apresentarem pelo menos 20% de menção pelo painel de provadores. 

Os ácidos orgânicos possuem propriedades conservantes e além de serem 

produzidos pela atividade microbiana podem ser encontrados naturalmente em produtos 

alimentícios (MEI, MA & XIE, 2019). Os ácidos hexanóico, octanóico, n-hexadecanóico, 

acético, heptanóico, n-decanóico, pentadecanóico, tetradecanóico, dodecanóico, 9,12-

octadecadienóico e nonanóico foram identificados após 24 horas de fermentação. 

Ogunremi, Agrawal & Sanni (2020), trabalhando com leveduras isoladas de alimentos 

fermentados a base de cereal, detectaram produções significativas do ácido n-

hexadecanóico pelos microrganismos testados. É muito comum a produção deste 

composto pelas leveduras (TEHLIVETS, SCHEURINGER & KOHLWEIN, 2007). No 

presente estudo somente o ensaio contendo P. guilliermondi não apresentou este 

composto. O ácido acético foi o único ácido graxo de cadeia curta (AGCC) identificado. 

Os ácidos graxos de cadeia curta são produzidos por microrganismos como produtos 

finais da fermentação (RICHARDS et al., 2016). Eles podem ser benéficos para alguns 

distúrbios, como diarreia, inflamação intestinal crônica, doenças cardíacas e diabetes tipo 

2. Além disso, também podem desempenhar papel importante na redução do risco de 

certos tipos de câncer, especialmente câncer de cólon (BISHEHSARI et al., 2018). Os 

ácidos graxos de cadeia longa (AGCL) identificados foram 9,12-octadecadienóico e 

tetradecanóico, também conhecidos como linoleico e mirístico. Os ácidos graxos de 

cadeia longa, afetam os fatores envolvidos no metabolismo do colesterol e estão 

associados ao aumento das células adiposas, triglicerídeos e resistência à insulina (MA et 

al., 2015). Os demais ácidos graxos são de cadeia média (AGCM). Assim como os ácidos 

graxos de cadeia curta, os AGCM também apresentam importantes benefícios à saúde. 

Sua ingestão tem efeito contra a obesidade e distúrbios metabólicos (NAGAO & 

YANAGITA, 2010). Estudos mostraram que os AGCM aumentam a saciedade e também 

a capacidade do corpo de queimar gordura, ajudando assim, na perda de peso (RIAL et 

al., 2016). 
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A produção de cetonas e aldeídos é resultado da fermentação microbiana e da 

oxidação lipídica (CHATTERJEE et al., 2018; PETEL, PROST & ONNO, 2017). Entre 

as cetonas identificadas a acetoína, 2-undecanona, 2-tridecanona e 2-nonanona são 

conhecidas por apresentarem percepções sensoriais como manteiga, cremoso, pimenta 

verde, fresco, laranja, rosa, frutas e saboroso. Em relação aos aldeídos, alguns contribuem 

para o odor e o sabor com fragrâncias frutadas, florais e frescas, enquanto outros são 

desfavoráveis, expressando um aroma pungente (PETEL, PROST & ONNO, 2017). O 

volátil benzaldeído, caracterizado por um problema olfativo típico descrito como 

pungente, foi detectado em todos os ensaios (PETEL, PROST & ONNO, 2017). Outro 

composto presente em todos os ensaios foi o 2-heptenal (Z). A presença deste composto 

não surpreende, pois comum em bebidas fermentadas à base de plantas. Seu odor é 

descrito como leitoso, verde, gorduroso e oleoso (JOHNSON, HEYMANN & EBELER, 

2015). Este composto também é reconhecido por apresentar atividade anti-inflamatória e 

antioxidante (COSTA, SILVA & TORRES, 2019; KARABAGIAS et al., 2020). 

A análise de componentes principais (PCA) foi realizada para correlacionar os 

grupos funcionais com os diferentes ensaios no final da fermentação (Figura 4). A pca 

explicou 92,83% da variabilidade total em duas dimensões (58,62% para a primeira 

dimensão e 34,21 para a segunda dimensão). O ensaio contendo BAL + P. guilliermondii 

apresentou correlação com a maioria das classes químicas, sendo elas ácidos, amidas, 

alquenos, cetonas, fenóis, éter e outros. O controle e o ensaio de cultura simples 

demonstraram maior correlação com os aldeídos. Enquanto os ensaios contendo BAL + 

P. kluyveri e BAL + D. hansenii foram correlacionados com ésteres e álcoois, 

respectivamente. 
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Figura 4 - Gráfico de carregamento de análise de componentes principais dos grupos funcionais obtidos durante a fermentação. 
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3.5 Atividade antioxidante pelo método complexo fosfomolibdênio (CPM) e 

eliminação do radical ABTS 

 

De acordo com Halliwell & Gutteridge, (1995), os antioxidantes são definidos 

como “qualquer substância que, quando presente em concentrações relativamente mais 

baixas, em comparação com as do substrato oxidável, consegue retardar ou até mesmo 

inibir significativamente a oxidação desse substrato”. Freire, Ramos e Schwan, 2017, 

recomendam utilizar dois ou mais métodos combinados para se obter informações mais 

amplas sobre a capacidade antioxidante total de um produto, uma vez que não foi 

estabelecido um método padronizado. O resultado da atividade antioxidante pelos 

métodos CPM e ABTS é mostrado na figura 5.  

Conforme observado, a atividade antioxidante reduziu (p<0,05) após o processo 

fermentativo. Esta redução pode ser devido as reações de oxidação que ocorrem durante 

a fermentação. Os compostos presentes nos substratos podem reagir entre si e oxidar, 

diminuindo assim, a atividade antioxidante (RIOS-CORRIPIO & GUERRERO-

BELTRÁN, 2019). O processo fermentativo levou de maneira geral a redução da 

atividade antioxidante da bebida. No entanto, na presença das leveduras esta redução foi 

atenuada. O ensaio contendo D. hansenii no método ABTS (Figura 5A), ao final da 

fermentação, expressou maior atividade (3,64 µMol de TE/mL) entre os tratamentos 

inoculados. Já para o método CPM (Figura 5B), os ensaios que apresentaram maior 

atividade foram os que continham leveduras como inóculo, expressando valores de 7,64 

mg/mL a 8,44 mg/mL de ácido ascórbico. A maior redução (cerca de 51%) foi para o 

ensaio de cultura simples (L. plantarum) tanto para ABTS quanto para CPM. Bactérias 

láticas são capazes de inibir a atividade de certos compostos fenólicos, modificando ou 

degradando essas moléculas, além disso, também são capazes de dissociar o complexo 

polifenol-substrato (PIEKARSKA-RADZIK & KLEWICK, 2021), o que pode explicar 

uma menor atividade antioxidante no ensaio contendo somente L. plantarum. Não foi 

observado alterações para o controle. A maior atividade nos ensaios em co-cultura pode 

ser devido a atividade antioxidante dos próprios microrganismos presentes na bebida, e 

não somente dos substratos utilizados. A utilização de co-cultura pode acarretar em um 

efeito sinérgico. Há relatos de que leveduras exercem maior atividade antioxidante 

quando comparadas com bactérias láticas (GIL-RODRÍGUEZ et al., 2015). A atividade 
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antioxidante de leveduras está relacionada aos polissacarídeos da parede celular e também 

às enzimas e peptídeos intracelulares (GOSTIMSKAYA & GRANT, 2016; LIU et al., 

2018; MICHIELS et al., 1994; TANG et al., 2017). A parede celular de leveduras é 

composta por β-glucano (29% - 64%), manana (31%), proteína (13%), lipídio (9%) e 

quitina (1-2%) (BACON et al., 1969; FLEET & MANNERS, 1979). Sabe-se que o β-

glucano pode apresentar muitas atividades biológicas benéficas e uma delas é a atividade 

antioxidante (TANG et al., 2017). β-Glucano e manana são capazes de melhorar a 

atividade de enzimas antioxidantes, como superóxido dismutase e catalase, além de 

apresentarem efeitos de eliminação nos radicais hidroxila e ânions superóxidos (TANG 

et al., 2017; LIU et al., 2021). 

 

Figura 5- Atividade antioxidante por redução do radical ABTS e método do complexo 

de fosfomolibdênio. 

 

 

A - atividade antioxidante pelo método de redução do radical ABTS. B - atividade antioxidante 

pelo método do complexo de fosfomolibdênio. Diferentes letras minúsculas denotam diferenças 

(p<0,05) entre os tratamentos durante o mesmo tempo. Diferentes letras maiúsculas denotam 

diferença (p<0,05) do mesmo tratamento em tempos diferentes de acordo com o teste de Scott 

Knott. 
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3.6 Análise sensorial 

 

O perfil sensorial dos alimentos e bebidas fermentados é uma característica 

complexa, combinando sabor, aroma, aparência e textura. Juntos, esses componentes 

criam as características únicas de um determinado produto e determinam sua qualidade. 

A análise sensorial foi realizada para amostras fermentadas e não fermentadas, e 

os resultados são apresentados na Tabela 3. Os 16 avaliadores, 13 mulheres e 3 homens, 

com idades entre 24 e 53 anos, foram recrutados entre técnicos e alunos de pós-graduação 

da Universidade Federal de Lavras. Todos tinham ampla experiência em avaliação 

sensorial e haviam participado de estudos anteriores de diferentes matrizes alimentares. 

No total, 13 atributos sensoriais únicos foram gerados pelos avaliadores ao descreverem 

as bebidas. Dos 13 atributos, apenas 7 foram mencionados por pelo menos 20% do painel 

de degustação. Atributos mencionados menos que 3 vezes não foram utilizados. Os 

atributos mais citados foram “sabor ácido” (11) e “coloração acinzentada” (8), 

mencionados por pelo menos 50% dos avaliadores, seguido pelo atributo “odor 

amendoado” (6), citado por 37% dos provadores. 

 

Tabela 3- Atributos usados pelos avaliadores em abordagens de Perfil Flash. 

 

 Atributo Frequência de menção 

Aparência 

Coloração acinzentada 8 

Homogêneo 3 

Aroma 

Amêndoas 6 

Frutado 2 

Adocicado 1 

Cítrico 1 

Sabor 

Ácido 11 

Amargo 3 
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Cítrico 1 

Frutado 1 

Textura 

Cremoso 7 

Arenoso 3 

Gosto Residual Fermentado 1 

 

 

O GPA resultante da configuração consensual das amostras das bebidas e os 

atributos explicaram 93,69% da variabilidade total em duas dimensões (81,18% para a 

primeira dimensão e 12,51% para a segunda dimensão). De acordo com os dados (Figura 

6), somente os tratamentos BAL + P. kluyvri e BAL + P. guilliermondi apresentaram 

correlação entre si. Os demais tratamentos mostraram-se mais discrepantes e 

significativamente diferentes, pois estão localizados em quadrantes diferentes. O 

controle, projetado à esquerda no quadrante superior, foi descrito principalmente com os 

termos “textura cremosa”, “coloração acinzentada”, “textura homogênea” e “cheiro de 

amêndoas”. O termo “coloração acinzentada” pode estar relacionado aos tons mais 

escuros presentes nas sementes de girassol, uma vez que foi o substrato adicionado em 

maior quantidade (50%) em relação aos outros. Somente o controle foi descrito como 

tendo “textura cremosa”, mostrando que os demais tratamentos apresentavam textura 

mais líquida, mas isso não seria um obstáculo para a indústria alimentícia, a adição de um 

espessante poderia resolver o problema. Kizzie-Hayford et al., 2016, trabalhando com 

leite fermentado de noz de tigre também tiveram suas bebidas descritas como “cremoso”, 

“amêndoas”, “nozes” e “homogêneo”. O ensaio contendo BAL + D. hansenii apresentou 

correlação somente com o atributo “textura homogênea”. Já os ensaios contendo BAL + 

P. kluyveri e BAL + P. guilliermondi foram descritos com o termo “textura arenosa”. É 

possível que esses microrganismos tenham modificado a textura da bebida. O tratamento 

de cultura única (L. plantarum), localizado no quadrante superior à direita, apresentou 

maior correlação com os atributos “gosto amargo” e “sabor ácido”. Essa caracterização 

pode estar relacionada com a produção dos ácidos orgânicos durante a fermentação, visto 

que neste tratamento houve produção de ácido succínico, acético e lático, sendo esse 

último em concentrações de 5,75 g/L. Segundo Lesschaeve & Noble, 2005, para algumas 
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pessoas o amargor pode ser considerado um atributo negativo e bebidas amargas não são 

bem aceitas pelos consumidores. A adição de aditivos como adoçantes ou ingredientes 

que mascaram o sabor amargo são algumas possíveis soluções para aumentar a 

aceitabilidade dessas bebidas (FRANCISCO & RESURRECCION, 2012). 

 

 

Figura 6- Biplot das cinco bebidas e os termos utilizados para descrever as amostras nas 

duas primeiras dimensões da análise geral Procrustes (GPA) de dados de perfil 

flash. 

 

 
 

 

4. Conclusão 

 

A bebida proposta a base de semente de girassol, aveia e amêndoa demonstrou ser 

uma matriz não láctea interessante para a fermentação por co-cultura de organismos 

probióticos. Os microrganismos se adaptaram bem a matriz, apresentando estabilidade e 

crescimento populacional durante a fermentação, redução expressiva do pH e mantiveram 

viáveis acima de 106 log UFC / mL durante o armazenamento refrigerado por 28 dias à 4 
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ºC. A fermentação com co-cultura apresentou melhores resultados de atividade 

antioxidante e análise sensorial quando comparada ao cultivo simples, mostrando 

influência positiva no perfil funcional e sensorial da bebida. A alteração do 

microrganismo proporcionou produtos diferentes, com características diferentes, mesmo 

usando o mesmo substrato. Levando em consideração todos os resultados obtidos os 

microrganismos avaliados no presente estudo mostraram-se propícios para fermentação 

de matrizes não lácteas, que somado as suas características probióticas, apresentam 

grande potencial para aplicação na indústria de alimentos. Entre os tratamentos, a 

combinação de L. plantarum + Debaryomyces hansenii se mostrou como o tratamento 

mais promissor para produção de uma bebida fermentada probiótica de origem vegetal. 

Esta combinação apresentou-se bem adaptada a matriz com alterações significativas sobre 

compostos químicos de interesse, boa estabilidade durante armazenamento, maior 

atividade antioxidante e preservação de atributos sensoriais desejáveis. 
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