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RESUMO

A Kombucha ¢ uma bebida resultante da fermentacdo de cha verde e/ou ché preto adogados e
adicionados de uma cultura contendo um consoércio simbiotico de bactérias e leveduras. Em
ascensao no mercado de alimentos, ¢ conhecida por contribuir para o equilibrio da microbiota
intestinal, bem como pelas suas propriedades antimicrobianas e anticancerigenas. Diante disso,
o presente trabalho destinou-se a elaborar kombuchas com diferentes substratos (cha verde,
erva cidreira e erva doce) saborizadas com suco de acerola, acompanhar o processo de
fermentagdo, avaliar a composi¢cdo quimica, microbioldgica e sensorial das bebidas, bem como
elaborar um produto com as peliculas de celulose resultantes da fermentagao. Foram elaboradas
trés formulacdes com as diferentes infusoes: T1 (cha verde), T2 (erva cidreira) e T3 (erva doce)
contendo 10 % (p/v) de aglicar que foram fermentados em estufa BOD, sob 30 °C. Durante dez
dias, a cada 24 horas, foram realizadas determinacdes de pH, sdlidos soluveis totais, acidez
titulavel, acglicares, acidos organicos e etanol para o acompanhamento da fermentacdo. Apds
essa etapa, foi adicionado, em todas as formulagdes, o suco de acerola clarificado, pasteurizado
e adogado e as bebidas foram submetidas a uma nova fermentacao, resultando nas kombuchas:
K1 (cha verde), K2 (erva cidreira) e K3 (erva doce). Os parametros fisico-quimicos, bioativos,
de cor, de estabilidade, microbiologicos e sensoriais foram avaliados. As peliculas celulésicas
resultantes foram aproveitadas para a elaboragdo de canudos e em seguida os prototipos
avaliados quanto a umidade, solubilidade, absor¢do de umidade, viabilidade e degrabilidade.
As kombuchas a base erva doce apresentaram os maiores teores de acidez total titulavel (T3 -
0,77 % e K3 - 0,64 %) e acidez volatil (T3 -144,14 mEq/L e K3- 144,14 mEq/L). Com relagao
a capacidade antioxidante e o teor de fenodlicos, tanto a adi¢do do suco de acerola quanto a
segunda fermentagdo tiveram efeitos positivos na acumulagcdo desses compostos bioativos,
sendo mais relevantes nas amostras K2 e K3. A adi¢do do suco reduziu os parametros L* e
aumentou os parametros a* e b* em todos os tratamentos, indicando que as bebidas
incorporaram a colora¢do vermelha da acerola. A amostra T2 obteve melhor eficiéncia no
consumo dos monossacarideos, enquanto T3 apresentou maiores concentragdes de produtos
(acido acético, acido latico e etanol). O rendimento do SCOBY apds a primeira fermentacao foi
maior nos tratamentos T1 (121,29 %) e T3 (72,33 %). Com relagdo aos parametros
microbiologicos, os valores de leveduras, bactérias acéticas e bactérias lacticas variaram entre
10° e 10° UFC/mL. As kombuchas (K1, K2 e K3) ndo apresentaram diferenga significativa (p

>0,05) quanto aos atributos avaliados para aceitabilidade, com exce¢do do atributo aroma, que



também foi o Uinico que obteve indice de aceitagdo inferior a 70 % em K1 e K2. No CATA, os
descritores mais mencionados para caracterizar as kombuchas foram: “aroma de fermentado”,
“aroma de acerola” e “sabor refrescante”. No teste RATA, os atributos relacionados ao aroma
foram os mais significativos, porém todos apresentaram baixa intensidade. Foi possivel
produzir canudos a partir do material celuldsico resultante da fermentagdo das kombuchas que
apresentaram dimensdes e propriedades compativeis ao uso, boa capacidade de absorcao de
agua, baixa solubilidade e sofreram degradacao total ap6s 45 dias. Dessa forma, a utilizagao de
novas infusdes consiste em alternativas de substituicao ao cha verde na obten¢do de kombucha,
e a adicdo de suco de frutas na segunda fermentacao contribui para a melhor aceitagdo da bebida
e no incremento de suas caracteristicas bioativas. Além disso, destaca-se o carater sustentavel
da bebida, uma vez que a produ¢do de canudos biodegradaveis a partir das peliculas apresentou
boa viabilidade.

Palavras-chave: bebida fermentada; infusdes; compostos bioativos; analise sensorial; celulose.



ABSTRACT

Kombucha is a drink resulting from the fermentation of green tea and/or sweetened black tea
and the addition of a culture containing a symbiotic consortium of bacteria and yeast. Increasing
in the food market, it is known for contributing to the balance of the intestinal microbiota, as
well as for its antimicrobial and anticancer properties. Therefore, the present work aims to
prepare kombuchas with different substrates (green tea, lemon balm and anise) flavored with
acerola juice, monitor the fermentation process, evaluate the chemical, microbiological and
sensorial composition of the drinks, as well as make a product with the cellulose films resulting
from fermentation. Three formulations were prepared with different infusions: T1 (green tea),
T2 (lemon balm) and T3 (anise) containing 10 % (w/v) sugar which were fermented in a BOD
oven, at 30 °C. For ten days, every 24 hours, pH, total soluble solids, titratable acidity, sugars,
organic acids and ethanol were determined to monitor fermentation. After this step, clarified,
pasteurized and sweetened acerola juice was added to all formulations and the drinks were
subjected to a new fermentation, resulting in the kombuchas: K1 (green tea), K2 (lemon balm)
and K3 (anise). The physicochemical, bioactive, color, stability, microbiological and sensory
parameters were evaluated. The resulting cellulosic films were used to make straws and then
the prototypes were evaluated for humidity, solubility, moisture absorption, predictions, and
degradability. Anise-based kombuchas had the highest levels of total titratable acidity (T3 -
0.77 % and K3 - 0.64 %) and volatile acidity (T3 -144.14 mEq/L and K3- 144.14 mEq/ L).
Regarding antioxidant capacity and phenolic content, both the addition of acerola juice and the
second interference had positive effects on the accumulation of these bioactive compounds,
being more relevant in samples K2 and K3. The addition of juice impaired the L* restrictions
and increased the a* and b* restrictions in all treatments, reducing the ability of the drinks to
incorporate the red color of the acerola. Sample T2 had better efficiency in the consumption of
monosaccharides, while T3 presented higher concentrations of products (acetic acid, lactic acid
and ethanol). The SCOBY yield after the first fermentation was higher in treatments T1 (121.29
%) and T3 (72.33 %). Regarding microbiological settings, the values of yeast, acetic bacteria
and lactic acid bacteria varied between 10° and 10° CFU/mL. The kombuchas (K1, K2 and K3)
did not make a significant difference (p >0.05) regarding the attributes evaluated for
acceptability, except for the aroma attribute, which was also the only one that had an
accessibility index of less than 70 % in K1 and K2. In CATA, the most suitable descriptors to

99 ¢

characterize kombuchas were: “fermented aroma”, “acerola aroma” and “refreshing flavor”. In



the RATA test, the attributes related to aroma were the most significant, but all had low
intensity. Straws were produced from the cellulosic material resulting from the fermentation of
kombuchas, which presented dimensions and properties compatible with use, good water
absorption capacity, low solubility, and total handling after 45 days. In this way, the use of new
infusions consists of alternatives to replace green tea in obtaining kombucha, and the addition
of fruit juice in the second fermentation contributes to better accessibility of the drink and the
increase of its bioactive characteristics. Furthermore, the sustainable nature of the drink stands
out, as the production of biodegradable straws based on films presented with good

recommendations.

Keywords: fermented drink; infusions; bioactive compounds; sensory analysis; cellulose.
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1 INTRODUCAO

Kombucha ¢ uma bebida fermentada ndo alcodlica de origem oriental, que vem
ganhando popularidade no ocidente, devido aos seus efeitos terapéuticos, tais como
antimicrobiano, antioxidante, anticarcinogénico, antidiabético, além de efeito potencial no
tratamento de tlceras gastricas e colesterol alto, mostrando também ter impacto na resposta
imune e desintoxicacdo do figado (CHAKRAVORTY et al., 2016).

O processo tradicional para obtencdo da bebida ocorre a partir da fermentacao,
originalmente, do chd preto ou verde (Camelia sinensis) adogado, porém varios estudos
apontam que outras infusdes também podem ser utilizadas para a sua preparagdo, como infusdes
de equinacea (Echinacea purpurea L.), de segurelha-de-inverno (Satureja montana L.), de
menta (Mentha spicata L.) de sélvia (Salvia officinalis L.), de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.),
de erva- mate (llex paraguariensis St. Hil.) e muitas outras (RODRIGUES et al., 2018;
PALUDO, 2017). A fermentacao do cha ¢ o produto da atividade de uma colonia simbidtica de
bactérias e leveduras (SCOBY), que ficam instaladas em uma pelicula de celulose sintetizada
por bactérias acéticas (DE FILIPPIS et al., 2018; CHAKRAVORTY et al., 2016; SANTOS,
2016). Enquanto as leveduras osmofilicas fermentam o acgticar do cha e produzem etanol, as
bactérias oxidam o dlcool e produzem acido acético (TEOH et al., 2004). Além do acido acético,
sdo formados outros acidos organicos como: gluconico, latico, malico, citrico e tartarico que
possuem atividade antibacteriana e previnem a contaminac¢do da kombucha por bactérias
patogénicas (NEFFE-SKOCINSKA etal.,2017; LEAL et al., 2018).

Os efeitos benéficos da kombucha sdo atribuidos a presenga de microrganismos
probidticos (bactérias acéticas e lacticas), antibidticos, aminodcidos, polifenois provenientes do
ché, agucares, acidos organicos, etanol, vitaminas hidrossoluveis e uma variedade de
micronutrientes produzidos durante fermentacdo (JAYABALAN et al., 2008; FU et al., 2014).

Em relagdo ao sabor, segundo Leal ef al. (2018), a kombucha ¢ levemente 4cida e
gaseificada, o que proporciona maior aceitagdo entre os consumidores. Podendo ser um
substituto ndo alcoolico de espumantes ou de refrigerantes, devido ao seu alto grau de
carbonatacdo, constituindo uma alternativa mais saudavel (PALUDO, 2017).

Como ja mencionado, o cha preto ou ché verde sdo os substratos tradicionais para
a fermentacdo da kombucha, no entanto, substratos alternativos vém sendo utilizados com

sucesso na produ¢do da bebida, tais como: extratos de tubérculos de alcachofra, vinho, leite,
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sucos de frutas e infusdes de plantas. (WATAWANA et al., 2015b; RODRIGUES et al., 2018;
BISPHO et al., 2022).

Diante de tantas possibilidades, a kombucha possui um grande potencial na
industria de alimentos, pois oferece versatilidade de produtos ao consumidor. Contudo, a
fabricacdo desse produto no Brasil ainda se encontra em escala inicial e as pesquisas
relacionadas ao tema sdo incipientes.

Nesse contexto, este trabalho destinou-se a elaborar kombuchas a partir de cha
verde e infusdes ndo usuais (erva cidreira e erva doce), acompanhar o andamento da
fermentagdo durante a producao, saborizar as bebidas obtidas com suco de acerola e em seguida
avaliar as formulagdes quanto as suas composi¢des quimicas, microbioldgicas e propriedades
sensoriais. Além disso, também foram elaborados canudos biodegradaveis visando o
aproveitamento das peliculas de celulose formadas durante a fermentagdo das kombuchas

elaboradas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elaborar kombuchas a partir da fermentagdo de diferentes infusdes de cha verde, erva
cidreira e erva doce, saborizadas com suco de suco de acerola ¢ analisar viabilidade do

aproveitamento das peliculas de celulose resultantes do processo de fermentagdo da

bebida.

2.2 Objetivos especificos

Monitorar o andamento da fermentagdo das bebidas por meio de anélises de pH, s6lidos
soluveis, acidez total titulavel e rendimento de celulose.

Avaliar o consumo de substratos (ac¢ucares) e a formacao de produtos (acidos organicos
e etanol) durante a fermentacao das kombuchas.

Agregar valor funcional e melhorar a aceitagdo sensorial das kombuchas a partir da
saborizacdo com suco de acerola clarificado e pasteurizado.

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas (pH, so6lidos soluveis, acidez titulavel,
acidez volatil), a concentracao de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante e a
cor das bebidas.

Realizar contagem de coliformes totais, leveduras, bactérias acéticas e bactérias laticas.
Avaliar a estabilidade fisico-quimica das kombuchas saborizadas sob armazenamento
refrigerado (5°C) durante 90 dias.

Identificar o perfil dos consumidores de kombucha utilizando o método Best-Worst
Scaling (BWS).

Avaliar o perfil sensorial das bebidas obtidas por meio de testes de aceitacdo, CATA e
RATA.

Propor uma alternativa para o aproveitamento dos SCOBYS obtidos a partir da
elaboracdo de canudos biodegradaveis.

Estudar as caracteristicas ¢ a viabilidade de utiliza¢ao dos canudos obtidos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cha

O cha teve origem na China durante o império de Shen Nung. Diz a lenda que,
deitado a sombra de um arbusto, o imperador acabou adormecendo antes de beber uma tigela
de 4agua fervida. O vento fez algumas folhas de Camellia sinensis cairem na sua tigela, com a
agua ainda quente, resultando em cha. O Imperador ficou surpreso com o aroma e sabor
agradaveis da bebida e logo apds a ingestao sentiu-se revigorado. Dessa forma, o ché passou a
ser sua bebida preferida e foi difundido por toda a China (DA SILVA e VILELA, 2019; SAIGG
e SILVA, 2009). No entanto, existem muitas outras narrativas a respeito da origem dos chas,
ressaltando a importancia dessa bebida desde a antiguidade (BRAIBANTE et al., 2014).

Ao longo do tempo, a forma de preparo do cha foi sendo aperfeicoada
empiricamente na China, de modo a transformar as folhas amargas numa bebida agradavel e
revigorante e, aos poucos, essa bebida foi ganhando importancia no restante do mundo. Os
portugueses foram os primeiros a levarem o cha para o Ocidente, porém os holandeses
trouxeram a cultura do consumo de cha para a Europa no inicio do século XVII (SANTOS,
2016).

No Brasil, a bebida foi trazida por imigrantes chineses ha aproximadamente um
século, que também repassaram técnicas de plantio, queima, manipula¢do e padroniza¢do do
produto que foram difundidas nos estados do Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro ¢ Minas Gerais
(SAIGG e SILVA, 2009).

Atualmente, o cha é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Essa
crescente popularidade se deve a presenca de compostos quimicos que possuem propriedades
bioativas (FANG et al., 2019).

Apesar de aproximadamente trés mil produtos levarem esta denominagao, s6 podem
ser considerados chds aqueles que apresentam na composi¢do a planta Camellia sinensis
(SAIGG e SILVA, 2009). Infusdes obtidas a partir de outras plantas, sdo erroneamente
denominadas de chés. No entanto, quando se utiliza folhas, frutos, talos ou outras partes de
outros vegetais para o preparo de infusdes, através de imersdo em agua quente, estes sdo
considerados sucedaneos de C. sinensis. Dessa forma, para infusdes de outras plantas, deve-se
seguir o nome da planta apos a palavra cha, como por exemplo: cha de alecrim, chd de

camomila, cha de boldo, entre outros (DA SILVA e VILELA, 2019).
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A planta Camellia sinensis (L.) O. Kuntze ¢ subdividida botanicamente em duas
subespécies principais, de acordo com a origem, sendo a Camellia sinensis var. sinensis nativa
da China e a segunda subespécie, a Camellia sinensis var. assamica, originaria da regido de
Assam, na India (ZHANG, 2012).

Os tipos de cha que sdo obtidos a partir da planta Camellia sinensis sao classificados
de acordo com o processamento ao qual as folhas sdo submetidas, resultando em infusdes que
apresentam coloragdes diferentes, como verde, amarelo, branco, oolong, preto e escuro (FANG
etal., 2019).

Para a obteng@o do cha preto, as folhas sdo esmagadas e deixadas expostas a alta
umidade, causando uma oxidacdo dos polifendis pela acdo da enzima polifenoloxidase
(VALENZUELA, 2004). Ja para o ché escuro, as folhas sofrem oxidacao e posteriormente sao
fermentadas por microrganismos exogenos (FANG et al., 2019). Por outro lado, para a
producdo dos chas verde e amarelo, as folhas frescas sdo submetidas ao vapor, dessa forma, o
calor inativa as enzimas impedindo a oxidacao (GONZALEZ, 2003; FANG et al., 2019). O cha
oolong ¢ produzido a partir da oxidagdo parcial (10 a 70%) das folhas frescas da Camellia
sinensis (CHEN et al., 2011) e para a produgdo do ché branco, as folhas frescas passam por um
rapido processo de secagem evitando-se a oxidagcdo (HILAL e ENGELHARDT, 2007). Cada
tipo de cha tem suas propriedades sensoriais caracteristicas, tais como: sabor, aroma e cor da
infusdo e sua composi¢do quimica especifica (FANG et al., 2019).

De acordo com Belitz et al. (2009), em geral, esses chds apresentam em sua
composicdo polifendis, aminodcidos, cafeina, compostos volateis e minerais. No entanto, os
diferentes processos de obtengdo, bem como as reacdes de oxidacdo que ocorrem em alguns
processos fazem com que esses chas apresentem composi¢cdo quimica diferente (LEE et al.,
2015).

A Tabela 1 apresenta os principais componentes quimicos bioativos presentes nos

chés verde, branco, oolong e preto.
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Tabela 1 - Componentes quimicos bioativos presentes nos chas de Camellia sinensis

Cha verde Cha branco  Cha oolong  Cha preto

Composto Referéncia
P (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Catequinas 105,85 £35,69 56,62 £12,53 86,91£23,54 10,18 +6.,68 WANG eral., 2011
Ep‘cz‘];‘z:“)“‘“a 13.44+£1058 1,87+0,62 16,78+509 031+031 WANG eral., 2011
38,36+
Epigalocatequi- 5029+ 13,88 27,09+6,14 1o 346+1,86 WANG etal., 2011
o L) 27.70 10,00 5.71 ZUO et al., 2002
Epicatequina
galato (ECG) 578+4,18  122+034  412+1,18 121+129 WANGetal,2011
Epigalocatequi-
na galato 18,10 — 35,46 7,36-12,24 5,52-9,18 LEE e ONG, 2000
(EGCG)
Teaflavinas 537+1,73  2,05+090 1,01+£028 0,52+0,77 LEE e ONG, 2000
3486+432 27.17+537 19,67+£295 2854+3,68  Yletal,2015
Cafeina

23,00 18,70 21,60 ZUO et al., 2002

Fonte: Autora, 2023.

De forma geral, os beneficios atribuidos aos chds sdo principalmente associados a
catequina, que ¢ derivada dos polifendis presentes nas folhas, podendo alcangar concentragdes
acima de 100 mg/g no chd verde (WANG et al., 2011). Nas folhas frescas o conteudo de
catequina ¢ muito alto. Esses compostos caracterizam-se pela sua estrutura monomérica, sendo
os mais comumente encontrados: epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina
galato (ECG) e epigalocatequina galato (EGCG). Ja nas folhas oxidadas, a estrutura
monomérica das catequinas ¢ alterada, resultando em flavondis diméricos e poliméricos,
conhecidos como teaflavinas e tearubiginas (VALENZUELA, 2004). Por isso, o cha preto ¢
mais aromatico e mais escuro do que o cha verde, uma vez que, devido a oxidagdo enzimatica,
compostos aromaticos sdo liberados e compostos fenolicos sdo transformados em complexos

maiores, de coloragao escura (MCGEE, 2007).

3.2 Infusao de erva cidreira

A erva cidreira (Melissa officinalis L.) ¢ uma erva da familia Lamiaceae, nativa do
Mediterraneo e atualmente cultivada em toda a Europa, América do Norte e Asia (BONEZA &
NIEMEYER, 2018). A planta tem sido amplamente utilizada na medicina tradicional para

diversos fins por conta da sua histdria que remonta a mais de 2.000 anos atras. No entanto, sua
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aplicacdo também apresenta consideravel importancia para os setores de alimentos e
cosméticos. Vale ressaltar que, tradicionalmente, sdo utilizadas apenas partes aéreas das
plantas, enquanto suas raizes chamam menos aten¢ao (DRAGINIC et al., 2021).

A utilizacdo para fins medicinais da Melissa officinalis foi registrada
principalmente em paises europeus, regido mediterranea e paises do Oriente Médio. Ensaios
clinicos demonstraram efeitos farmacologicos da planta, revelando propriedades ansioliticas,
antivirais e anti espasmoédicas, bem como seus efeitos neurologicos relacionados ao humor,
cogni¢ao e memoria (SHAKERI et al., 2016).

Na medicina tradicional, a erva-cidreira ¢ comumente administrada como uma
infusdo de cha usada para tratar doencas gastrointestinais, dor de cabega e febre. O 6leo
essencial de erva-cidreira possui propriedades antibacterianas e antifingicas, enquanto os
extratos aquosos possuem atividade antiviral. A planta contém altas concentragdes de acidos
fendlicos, particularmente derivados do 4acido cafeico, como o dacido rosmarinico que
provavelmente contribuem para as propriedades medicinais da erva-cidreira, sendo ainda
associados a sua alta capacidade antioxidante (BONEZA & NIEMEYER, 2018).

Os componentes responsaveis pelo aroma acentuado da erva cidreira sdo: B-
cariofileno, citronelal, geranial, geraniol e neral. Destaca-se um aroma citrico na erva devido a
presenga de isOmeros citrais como neral e geranial, bem como pequenas concentracdes de

acetato de geranil e citronelal (SHAKERI et al., 2016).

3.3 Infusao de erva doce

A erva doce (Pimpinella anisum L.), também conhecida como anis ¢ originaria de
paises da Asia, Egito e Grécia, e cultivada na Turquia, Russia, América Latina e Brasil. No
Brasil, ela ¢ cultivada especialmente no sul do pais. Em diferentes regides do mundo a erva
doce ¢ amplamente usada para temperar comida. J& os europeus, utilizam como flavorizante em
biscoitos, pretzels, paes, saladas de frutas, sucos e chés. Além disso, seu 6leo essencial também
pode ser utilizado como flavorizante em pastas de dentes, enxaguatdrios bucais, cremes

perfumados e lo¢cdes (CHARLES, 2012).

E uma planta anual, herbacea, ereta (0,30-0,70 m), aromadtica, que apresenta flores

brancas e dispostas em umbelas. Ja os frutos, sdo aquénios, secos e indeiscentes, contendo
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habitualmente uma sé semente, de sabor adocicado e cheiro forte (SANTOS, 2012;
TAKAHASHI et al., 2009). Além disso, segundo a legislagdo brasileira, RDC N°267, somente
os frutos Pimpinella anisum L, devem ser utilizados no preparo da infusdo de erva doce
(BRASIL, 2005).

No entanto, a espécie Pimpinella anisum L. pode ser confundida com outras que
sao morfologicamente semelhantes, como a Foeniculum vulgare, também chamada de funcho,
falsa-erva-doce e anis-doce (AZEVEDO et al., 2012). Apesar de apresentarem aroma
semelhante, o funcho pode medir mais de 1,0 m de altura, as flores sdo amarelas e as sementes
maiores e mais alongadas. No comércio a P. anisum L. é conhecida como erva-doce importada
enquanto a Foeniculum vulgare como erva-doce nacional (SANTOS, 2012).

Segundo Matos (2002), os frutos da verdadeira erva doce possuem maior teor de
6leos essenciais, apresentando em sua composi¢do de 2 a 6% de 6leo essencial, contendo
transanetol (90-95%), uma substancia responsavel pelo sabor e odor caracteristicos da erva doce
(SANTOS, 2012).

Além de 6leo essencial, os frutos da erva doce também apresentam, proteinas,
carboidratos, glicosideos, acidos malico, cafeico e clorogénio, cumarinas, flavonodides e
esterdides, bem como uma consideravel quantidade de acetilcolina e seu precursor, a colina
(SANTOS, 2012).

A espécie Pimpinella anisum L. além de ser utilizada na alimenta¢do também ¢
usada para fins medicinais na fitoterapia, onde sdo aproveitados principalmente os frutos, raizes
e, algumas vezes, folhas frescas. Os componentes desta planta atuam no aparelho digestivo e
respiratério, estimulando, ainda outras fung¢des bioldgicas. Também possui efeito dilatador,
facilitando a circulagdo cutanea (TAKAHASHI et al., 2009).

De acordo com Santos (2012), o uso dessa infusdo ¢ internacionalmente
reconhecido como medicacdo simples contra o resfriado, tosse e bronquite, febre, cdlicas,
inflamagao na boca e na garganta, ma digestao e perda de apetite. Além disso, a referida autora
menciona estudos que apontam a agdo broncodilatadora do o6leo essencial, antioxidante e

antibacteriana para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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3.4 Origem da kombucha

Acredita-se que o cha fermentado foi utilizado pela primeira vez no leste da Asia
por seus beneficios curativos, mas originou-se no nordeste da China (Manchuria), onde foi
adotado durante a Dinastia Tsin (Ling Chi) em 221a.C, por suas propriedades desintoxicantes e
energizantes (JAYABALAN et al., 2016; SANTOS, 2016).

Em 414 d.C, um médico de nome Kombu teria levado o chd para o Japao,
utilizando-a para curar os problemas digestivos do Imperador Inkyo, essa seria a origem do
nome “Kombu cha” ou “cha do Kombu” (SANTOS, 2016).

Além de kombucha, o produto recebeu outros nomes, como Tea Fungus, Kargasok
Tea, Manchurian Mushroom, e Haipao durante sua entrada em diversos paises (GREENWALT
et al.,2000). Com a expansado das rotas comerciais, a kombucha foi introduzida primeiramente
na Riussia, e depois no leste europeu, entrando na Alemanha por volta do século XX (SANTOS,
2016).

Durante a Segunda Guerra Mundial, a bebida foi reintroduzida na Alemanha, e na
década de 1950 chegou na Franga, e na Africa do Norte, onde seu consumo tornou-se bastante
popular, o que resultou na escassez de folhas de ché e agucar e a bebida deixou de ser consumida
(JAYABALAN et al., 2016).

Anos depois, pesquisadores suicos afirmaram que o consumo da kombucha era tao
benéfico quanto o do iogurte, pela presenga de acidos que promoviam o crescimento de
bactérias benéficas do intestino (FRANK, 1995). Desde entdo, a popularidade da bebida
aumentou, e ela passou a ser introduzida no mercado com uma variedade de novos sabores.
Além da bebida, também ¢ possivel adquirir a cultura com os microrganismos em varios sites

de compras online (JAYABALAN et al., 2016).

3.5 Processo de obtencio da kombucha

A kombucha ¢ preparada tradicionalmente a base de cha preto ou de cha verde
(JAYABALAN et al, 2016; LEAL et al., 2018). As proporcdes de cha e de acticar, bem como
o tempo e a temperatura de fermentacdo utilizados no processo de obtencdo da kombucha
podem variar de acordo com cada regido ou até mesmo com as preferéncias dos consumidores

(JAYABALAN et al, 2016).



25

De forma geral, para a produ¢do da kombucha, prepara-se uma base de chd e em
seguida adiciona-se o aglcar, que servira como substrato para bactérias e leveduras
fermentadoras do cha (LEAL et al., 2018). A Tabela 2 apresenta algumas propor¢des de cha e

de acucar reportadas pela literatura.

Tabela 2 - Proporgdes de ché e de actcar utilizadas no preparo da kombucha

Cha (p/v) Acucar (p/v) Referéncia
0,5% 5% JAYABALAN et al., 2016; LEAL et al., 2018
5% 10% SANTOS et al., 2017
0,8% 8% GAGGIA et al., 2019

Fonte: Autora, 2023.

Apbs o preparo, o cha deve ser resfriado a uma temperatura proxima a 20 °C (LEAL
et al., 2018), s6 entdo o SCOBY ¢ adicionado juntamente com 10 a 20% (v/v) de kombucha ja
fermentada. As propor¢des de SCOBY e de kombucha utilizados para iniciar uma nova
fermentagdo também podem ser varidveis, como mostrado na Tabela 3, que representa as

proporgdes utilizadas para preparar 1L de kombucha.

Tabela 3 - Propor¢des de SCOBY e de kombucha para uma nova fermentagao

SCOBY Kombucha Referéncia
24 ¢ 200 mL JAYABALAN et al., 2014
7 cm 100 mL SANTOS 2016
30¢g 100 mL GAGGIA et al., 2019

Fonte: Autora, 2023.

E extremamente importante a higiene dos utensilios ¢ do ambiente na elaboracio
da bebida, de modo a evitar o crescimento de microrganismos indesejaveis. Ademais, outros
métodos para garantir a seguranga alimentar incluem a pasteuriza¢ao do produto, que além de
eliminar microrganismos patogénicos também evita a superproducdo de alcool e dioxido de
carbono, a adi¢do de 0,1% de benzoato de sodio e 0,1% de sorbato de potassio como
conservante, bem como a manuten¢do da kombucha sob refrigeragio (WATAWANA et al.,

2015a).
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Tanto a pasteurizagdo como o armazenamento refrigerado podem reduzir a
viabilidade dos microrganismos probidticos presentes na kombucha. No entanto, estudos
recentes demonstram que a presenca de microrganismos ndo viaveis ou até mesmo dos
subprotudos do seu metabolismo podem contribuir com a saude e bem-estar dos consumidores,
assim como os probidticos. Dessa forma, os termos paraprobidticos e pds-bidticos vem sendo
utilizados para indicar a presenga de probidticos inativados e de seus metabodlitos em alimentos
que passaram por algum tipo de processamento (pasteurizacao, esterilizagdo, alta-pressao) ou
que apresentam caracteristicas estressantes (pH, acidez, atividade de 4gua) para a sobrevivéncia
de microrganismos probidticos. Nesse sentido, estudos que comprovam a eficacia dos
paraprobioticos e pos-bidticos sdo de grande relevancia, uma vez que, indicam que a aplicacdo
de tratamentos térmicos ndo compromete a funcionalidade dos produtos, garantindo assim a
estabilidade e a seguranga microbiologica dos alimentos (BARROS et al., 2020). No caso da
kombucha, a pasteurizagdo ¢ um processo importante para evitar que a produgdo de alcool e a
acidificacdo da bebida continuem ocorrendo durante o armazenamento (NUMMER, 2013).

Da mesma forma, ¢ importante controlar os niveis de pH durante a fermentagao,
uma vez que podem ser produzidos altos teores de acido acético durante o processo, dessa
forma, recomenda-se encerrar a fermentagdo quando o pH atingir um valor de 4,2
(KOVACEVIC et al., 2014).

Devido a intensa formacdo de &cidos organicos durante a fermentacdo da
kombucha, os recipientes mais adequados para a sua produgdo devem ser de vidro ou aco inox,
a fim de evitar corrosdes. Visto que ja foram relatados casos de toxicidade devido a migragao
de compostos toxicos de recipientes de chumbo e cerdmica para a kombucha durante a
fermentagdo (BRUSCHI et al., 2018).

De acordo com Santos (2016), o recipiente em que a kombucha ¢ produzida deve
ser coberto apenas com gaze e nunca fechado completamente, para permitir o contato com o ar,
evitando a contaminagdo por moscas e esporos. Também ¢ importante reservar um espaco de
cabeca no recipiente para que haja bastante oxigénio disponivel. Bruschi et al. (2018) também
recomendam a utilizagdo de recipientes com bocal largo para que haja maior contato com o ar,
o que também facilita a remogao da pelicula para posterior utilizacao.

Cvetkovic et al. (2008) avaliaram a influéncia da éarea superficial e do volume dos
reatores para a fermentagdo de kombucha em escala industrial e constataram que reatores com
a mesma area superficial, porém, com capacidade de volume diferente, podem fornecer

transferéncia de massa semelhante. Ja Coton et al. (2017) trabalharam com reatores de 1000 L
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e observaram que a populacdo microbiana parecia ndo ser afetada pelo estresse microbiano em
escala industrial, bem como, constataram também que além do volume, a geometria dos reatores
¢ um importante parametro a ser considerado

Em relagdo a temperatura e o tempo de fermentacgdo utilizados para a producao da
kombucha, as condi¢des reportadas pela literatura apresentam variagdes significativas.
Jayabalan et al. (2016) indicam temperaturas entre 20 e 22 °C durante 7 a 10 dias, ou até mais,
dependendo do estado do in6culo ou do resultado pretendido.

Neffe-Skocinska et al. (2017), ao estudarem sobre a influéncia dos acidos organicos
formados durante a producdo da kombucha nas suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais, pesquisaram as temperaturas de 20, 25 e 30°C e concluiram que
as condigoes ideais para a fermentagdo da bebida foi a temperatura de 25°C por 10 dias, as quais
permitiram a obtencdo de um produto microbiologicamente estdvel e com boa qualidade
sensorial.

Semelhante ao estudo anterior, De Filippis ef al. (2018) avaliaram os efeitos das
temperaturas de 20 e 30°C na selecdo de bactérias acéticas e a producdo de acido organicos
durante 21 dias de fermentacdo da kombucha. Segundo os autores a temperatura de 30°C
contribuiu para uma maior diversidade microbiana incluindo diferentes espécies produtoras de
acidos organicos promotoras de Gluconacetobacter. Esses autores também observaram que a
concentragdo de bactérias acido acéticas aumentou no liquido fermentado apds uma semana,
em ambas as temperaturas, e seus niveis permaneceram estaveis até o final do processo.

Quanto maior o tempo de fermentagdo, maior a producio de acidos organicos pela
cultura da kombucha, o que pode representar riscos potenciais para os consumidores, dessa
forma, o tempo de fermentacdo deve ser padronizado para a obtencdo de sabor e aroma
agradaveis (JAYABALAN et al., 2014).

Apos alguns dias de fermentagdo, uma nova pelicula de celulose (SCOBY) sera
formada na superficie do liquido, e, caso ndo seja utilizada para uma nova fermentagao,
recomenda-se que seja armazenada sob refrigeracdo juntamente com um pequeno volume da
kombucha ja fermentada (SANTOS, 2016).

A bebida resultante deve ser filtrada para remocao dos restos de celulose e massas
de microrganismos em suspensdo e armazenada sob refrigeracdo em recipientes fechados

(SANTOS, 2016).
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De acordo com Santos (2016), uma segunda fermentacdo ainda pode ser realizada
a fim de carbonatar a kombucha, esse processo pode ser realizado adicionando-se uma fonte de

acucar ou suco de fruta a bebida j& fermentada.

3.6 Substratos utilizados para a obtencdo da kombucha

O cha preto e o cha verde sdo os substratos tradicionalmente utilizados para a
preparacao da kombucha (BATTIKH et al., 2012; JAYABALAN et al., 2014).

Como ja citado anteriormente, ambos sdo provenientes das folhas da planta
Camellia sinensis, a diferenga entre eles consiste apenas no tipo de processamento ao qual as
folhas sdo submetidas (AHMED e STEPP, 2013).

A presenga do cha no meio de cultivo para kombucha fornece aos microrganismos
o0 nitrogénio necessario para o seu metabolismo. Os principais componentes presentes no cha
que atuam como fonte de nitrogénio sdo os derivados da purina (cafeina e teofilina)
(VELIANSKI et al., 2013).

Dessa forma, alguns estudos apontam que a microbiota da kombucha também pode
atuar em outros tipos de substratos diferentes dos chas obtidos a partir da planta Camellia
sinensis, mas que também apresentam cafeina em sua composi¢do, como a erva mate (/lex
paraguariensis), que pode ser consumida como chimarrao, tereré e cha-mate (SANTOS et al.,
2009; PALUDO, 2017) e o proprio cafée (WATAWANA et al., 2015b).

No entanto, varios outros trabalhos demonstram que a cultura simbiotica da
kombucha também se desenvolve adequadamente em substratos que ndo apresentam cafeina
em sua composicao, sugerindo que os microrganismos da kombucha sdo capazes de utilizar
diferentes fontes de nitrogénio. Dessa forma, de acordo com Leal et al. (2018) ¢ possivel
encontrar variagdes da kombucha obtidas a partir de infusdes de horteld, erva-cidreira ou
jasmim.

Cvetkovi¢ (2008) demonstrou que as infusdes de equinacia (Echinacea purpurea
L.) e de segurelha-de-inverno (Satureja montana L.) também podem ser utilizadas como fontes
alternativas de nitrogénio na fermentagdo da kombucha, reduzindo o tempo de fermentagdo e
obtendo caracteristicas comparaveis a bebida tradicional. Ja Rodrigues ef al. (2018) produziram
kombucha (25 + 2 °C / 12 dias) a base cha de hibisco (Hibiscus sabdariffa, L.) e avaliaram as
caracteristicas fisico-quimicas do produto obtido (pH 3,18 + 0,01; acidez total 0,18 + 0,0 %;

agucares totais 4,42 + 0,09%; solidos soluveis totais 8,10 = 0,2 ° Brix).
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A composic¢ao das infusdes de chd utilizadas como matéria prima depende da forma
de preparo do chd, sendo a temperatura da 4gua e o tempo de infusdo, alguns dos principais
fatores (SANTOS, 2016). Porém, ndo existe consenso na literatura para esse tempo de infusao,
podendo variar de acordo com o tipo de cha e do produtor, no geral, os tempos podem variar
entre 10 a 15 minutos em agua fervente (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). A tabela 4
apresenta as condicdes de preparo de alguns chas, relacionando a temperatura e tempo de

infusdo utilizados nos trabalhos pesquisados.

Tabela 4 - Temperatura e tempo de infusdo das ervas utilizados para preparo das kombuchas

Temperatura / Tempo de

Substrato . ~ Referéncia
infusio
agua fervente /15 min BATTIKH et al., 2012
Cha preto agua fervente /5 min JAYABALAN, et al., 2008
95°C /5 min GAGGIA et al., 2019
Chi verde 74°C / 3 min GAGGIA etal., 2019
agua fervente /5 min JAYABALAN, et al., 2008
Cha mate agua fervente /15 min SANTOS et al., 2009
agua fervente /10 min PALUDO, 2017
Café agua fervente /5 min WATAWANA et al., 2015b
Cha de rooibos 95°C/ 10 min GAGGIA et al., 2019

Fonte: Autora, 2023.

Além dos chas, outras matérias primas também foram apontadas em diversos
trabalhos como sendo substratos vidveis para a fermentagao da cultura da kombucha. Como por
exemplo, Watawana et al. (2016) fermentaram agua de coco (24 + 3 °C por 7 dias) e observaram
mais propriedades antioxidantes na bebida, quando comparada a kombucha tradicional, uma
vez que, o teor de fenolicos totais da bebida passou de 15 para 25 mg de acido galico
equivalente/g ja a partir do primeiro dia de fermentagao.

Ja Ayed et al. (2017) fermentaram suco de uva com a cultura da kombucha a uma
temperatura de 30 °C e avaliaram suas propriedades antioxidantes, antimicrobiana e sensoriais
durante 12 dias de fermentacdo. A partir dos resultados, foi demonstrado que a bebida
apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-
negativas e propriedades funcionais devido a presenga de compostos antioxidantes que foram
formados. Além disso, também foi observado que apds o oitavo dia de fermentacgdo a acidez da

bebida aumentou de forma muito pronunciada, enquanto o pH (2,91 + 0,010 se manteve
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constante até o ultimo dia de fermentagdo, sendo o periodo de 6 dias considerado o tempo ideal
para interromper o processo. A bebida fermentada nesse periodo (pH 3,18 + 0,02; acidez total
62,2 £ 5,1lmeq/L; concentragdo de etanol 0,52 + 0,03 g/mL) foi melhor aceita entre os
provadores nos quesitos cor, acidez, aroma, sabor e avaliacao global quando comparada as dos
dias 8, 10 e 12. Ja a bebida com 12 dias de fermentagdo (pH 2,91 + 0,01; acidez total 104,2 +
3,2 meq/L; concentracao de etanol 0,29 + 0,10 g/mL) apresentou aroma e sabor avaliados como
inaceitaveis pelos provadores, e acidez extremamente pronunciada.

MALBASA et al. (2002) utilizaram extrato de tubérculo de alcachofra (Helianthus
tuberosus L.) e verificaram que a bebida obtida poderia ser considerada um produto dietético
por apresentar uma baixa concentragdo de agucares apds o processo de fermentacao (28 °C /21
dias) e pela presenca de inulo-oligossacarideos. Foi constatado também que a pelicula formada
na bebida a base do extrato de alcachofra era muito mais espessa do que na kombucha

tradicional.

3.7 SCOBY

A cultura da kombucha ou SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeast) ¢ um
biofilme obtido a partir da associagdo simbiotica entre leveduras e bactérias acéticas que
também ¢ chamado de “ché de fungo”, uma vez que parece um tapete fingico quando cultivado
em condi¢des estaticas. Esse biofilme cresce no cha adogado e resfriado formando uma camada
de pelicula celulésica (JAYABALAN et al., 2016).

O SCOBY ¢ o nome comum que se da a pelicula gelatinosa celuldsica que se forma
na superficie do chd e que tem como fun¢do realizar a fermentagdo para a obtencdo da
kombucha. Também conhecido como “mae da kombucha”, o SCOBY recebe este nome pois
origina a bebida e uma nova pelicula, a “filha”. As peliculas formam-se por camadas, sendo a
da superficie sempre a mais recente. Os microrganismos (bactérias e leveduras) se acomodam
nessa matriz de celulose e sdo responsaveis pela fermentacdo da kombucha (SANTOS, 2016;
JARRELL et al., 2000).

De acordo com Illana (2007), o crescimento deste consércio de bactérias e
leveduras induz a adi¢do de novas membranas mais grossas que tomam a forma do seu
recipiente em que a bebida ¢ preparada e aumenta o efeito simbiodtico entre bactérias e

leveduras. O SCOBY mantém as bactérias acéticas na superficie, permitindo oxigénio
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suficiente para o seu desenvolvimento, bem como, protege as leveduras da a¢do do oxigénio,
uma vez que elas ficam abrigadas na parte inferior da pelicula, possibilitando a realizacdo da
fermentagdo anaerobica (SUHARTATIK et al., 2011).

Virios estudos mostraram que a composi¢ao microbiolégica do SCOBY ou fungo
do cha, pode variar entre fermentagdes (CHAKRAVORTY et al., 2016; COTON et al., 2017,
REVA et al., 2015), dependendo de fatores como origem, clima, localizacdo geografica e meio
utilizado para o processo de fermentacdo (WATAWANA et al., 2015a).

Dentre as bactérias acéticas que fazem parte da composi¢do da kombucha, a
Komagataeibacter xylinus merece destaque, uma vez que sintetiza a celulose que compde o
SCOBY (MAY et al., 2019). A atuagdo da K. xylinus no cha comeca a partir da oxidag¢ao da
glicose a acido gluconico, em seguida, outro metabolismo especifico leva a sintese de celulose
microbiana formando o biofilme que permanece na superficie do liquido. O processo inclui a
sintese de difosfo-glicose de uridina (UDPGlc), que é o precursor de celulose, entdo cada célula
Komagataeibacter pode polimerizar até 200.000 residuos de glicose por segundo em cadeias [3-
1,4-glucana. A vantagem desta forma de produgdo de celulose ¢ que a bactéria cresce
rapidamente sob condi¢des controladas e pode produzir celulose a partir de uma variedade de
fontes de carbono, incluindo glicose, etanol, sacarose e glicerol (VILLARREAL-SOTO et al.,
2018).

De acordo com Costa et al. (2017), a celulose bacteriana apresenta propriedades
unicas como: alta cristalinidade, alta resisténcia a tragdo, extrema insolubilidade na maioria dos
solventes, moldabilidade, alto grau de polimerizagdo, ¢ 100 vezes mais fina que a das fibras de
celulose obtidas de plantas, e sua capacidade de retencdo de dgua ¢ mais de 100 vezes maior.
Dessa forma, a aplicac¢do dessa pelicula pode ser utilizada para diferentes fins, em vérias areas,
como alimentos, embalagens ou na medicina (CAMPANO, et al., 2016).

Alguns fatores podem ser considerados com objetivo de maximizar e otimizar o
rendimento da celulose microbiana obtida a partir da kombucha, a saber: o volume dos meios

inoculados, o tempo de incubagdo, a drea e a altura da superficie (CACICEDO et al., 2015).

3.8 Composicio microbiologica da kombucha

De acordo com De Filippis et al. (2018), os microrganismos que predominam

durante a fermentagcdo da kombucha sdo as bactérias acido acéticas e as leveduras osmofilicas.
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Assim como outras associagdes de microrganismos, como o kefir, derivado do leite,
a composi¢cdo microbioldgica da kombucha ndo esta bem definida, uma vez que pode variar de

acordo com sua origem, substratos e condi¢des de producao (JAYABALAN et al., 2014).

3.8.1 Bacteérias

As bactérias que predominam na cultura da kombucha sdo as produtoras de 4cido
acético e 4acido gluconico, pertencentes aos géneros: Acetobacter, Gluconobacter,
Gluconacetobacter e Komagataeibacter. Sendo Acetobacter xylinum, A. xylinoides, A. aceti, A.
pausterianus, Bacterium gluconicum e Gluconobacter oxydans as espécies encontradas com
maior frequéncia nos estudos (JAYABALAN et al.,, 2014; BISHOP et al., 2022).

A Acetobacter xylinum foi reclassificada como Gluconacetobacter xylinus e mais
recentemente como Komagataeibacter xylinus (YAMADA et al., 2012) e mostrou ser a
principal bactéria do meio, pois além de produzir 4cido acético e gluconico, também produz
celulose, que ¢ um composto de extrema importancia para a pelicula celuldsica
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

As espécies de Komagataeibacter também tém a capacidade de acumular até 10—
20% de acido acético no meio, enquanto as espécies de Acetobacter s6 conseguem acumular no
maximo 8% de acido acético (GOMES et al., 2018).

Apesar da Komagataeibacter xylinus apresentar maior evidéncia, estudos
comprovam a diversidade ainda maior de Komagataeibacter spp. no kombucha, uma vez que
foram encontradas recentemente as cepas: Komagataeibacter  saccharivorans,
Komagataeibacter intermedius e Komagataeibacter rhaeticus (MAY et al., 2019).

A Gluconoacetobacter sp. A4 também merece destaque por produzir o 4cido D
sacarico-1,4-lactona (DSL) que ¢ um componente derivado do acido D-glucarico, responsavel
pelas propriedades desintoxicantes e antioxidantes da kombucha (JAYABALAN et al., 2014;
JAYABALAN et al., 2016).

Jayabalan et al. (2014) citam que em amostras de kombucha provenientes do
Canadd, Irlanda, Estados Unidos e Reino Unido as bactérias predominantes foram
Gluconoacetobacter e Lactobacillus, sendo Acetobacter o grupo menos frequente.

Resultado semelhante foi obtido por Filippis et al. (2018), que demonstraram a
predominancia de Gluconacetobacter mesmo em temperaturas de fermentacao diferentes (20 e

30°C), enquanto a concentragdo de Acefobacter apresentou niveis mais baixos apos 24 horas de



33

fermentagdo (cerca de 80 e 10%, respectivamente). Apos sete dias, o Gluconacetobacter foi
responsavel por mais de 90% da populacdo bacteriana e sua abundancia permaneceu inalterada
até o final da fermentacdo, enquanto a concentragdo de Acetobacter diminuiu com o tempo,
atingindo niveis em torno de 3-5% apos 21 dias.

Além  disso, algumas bactérias como Leuconostoc,  Allobaculum,
Ruminococcaceae, Enterococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium e Thermus também
foram detectadas, porém estas ndo apresentaram tanta ocorréncia quanto as outras (SANTOS,
2016).

De acordo com Jayabalan et al. (2014), foram isoladas células de A4. intermedius,
A. nitrogenifigens, que fixam nitrogénio, e Gluconacetobacter kombucha, que também ¢ capaz
de produzir celulose.

A presencga de bactérias laticas na kombucha ¢ varialvel, normalmente elas nao sao
encontradas ou quando presentes estdo em baixas concentragdes, sendo mais comuns 0s géneros

Lactobacillus, Bifidobacterium e Oenococcus (BISHOP et al., 2022; TRAN et al., 2020).

3.8.2 Leveduras

Diversos estudos indicam grande variedade de espécies de leveduras isoladas na
kombucha, incluindo os géneros Brettanomyces/Dekkera, Candida, Kloeckera, Mycotorula,
Mycoderma, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora e
Zygosaccharomyces. Com relagdo ao género Brettanomyces foram identificados Brettanomyces
intermedius, Brettanomyces bruxellensis e Brettanomyces claussenii. Ja as espécies relatadas
do género Candida incluem Candida famata, Candida guilliermondii, Candida obtusa,
Candida estrelada, Candida guilliermondii, Candida colliculosa, Candida kefyr e Candida
krusei. Leveduras do género Saccharomyces também foram apontadas por varios
pesquisadores, incluindo Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bisporus Sacchromycodes
ludwigii e Sacchromycodes pombe. Do género Schizosacchromyces foi encontrado apenas
Schizosaccharomyces pombe, ja para o género Zygosaccharomyces foram identificados
Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces bailii, € Zygosaccharomyces kombuchaensis
sp. (CHAKRAVORTY etal.,2016; COTON et al.,2017; JAYABALAN et al., 2014; MARSH
etal., 2014).
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Leveduras como Torula, Torulopsis, Torulaspora delbrueckii, Mycoderma, Pichia,
Pichia membranefaciens, Kloeckera apiculata e Kluyveromyces africanus também foram
relatadas por Jayabalan et al. (2014).

Watawana et al. (2016) relataram Zygosaccharomyces como a levedura
predominante com 84,1% de porcentagem relativa de abundancia no SCOBY e espécies
Dekkera e Pichia com 6% e 5%, respectivamente.

Estudos indicam que as espécies de leveduras fermentativas osmotolerantes
(Saccharomyces  cerevisiae,  Zygosaccharomyces  spp.,  Torulaspora  delbrueckii,
Schizosaccharomyces pombe) frequentemente iniciam a fermentacdo enquanto espécies
acidotolerantes (Brettanomyces spp., Candida stellata) aparecem subsequentemente (TEOH et
al., 2004).

Interacdes entre leveduras Saccharomyces e ndo Saccharomyces mostram-se
vantajosas no processamento de fermentacdo mista da kombucha, uma vez que minimizam o
risco de crescimento de bactérias que podem interferir na fermentagdo, bem como, contribuem

para a formag¢ao de aromas e sabores caracteristicos (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

3.9 Metabolismo dos microrganismos durante a fermentacio da kombucha

O metabolismo dos microrganismos durante a fermentagdo da kombucha ¢
complexo e ainda ndo foi completamente elucidado devido ao grande nUmero de
microrganismos envolvidos nesse ecossistema e as interagdes, tanto de cooperagdo quanto de
conflito, que ocorrem entre eles (MAY et al., 2019).

Jé& se sabe que, no inicio do processo, as leveduras hidrolisam a sacarose em glicose
e frutose pela invertase e produzem etanol via glicolise, sendo que algumas delas, como as do
género Saccharomyces tem preferéncia por glicose, ao passo que determinadas leveduras do
género Zygosaccharomyces tém preferéncia por frutose como substrato (JAYABALAN et al,,
2014).

Além disso, 0s outros microrganismos presentes no meio também se beneficiam
dos monomeros obtidos a partir da quebra das moléculas de sacarose pela invertase das
leveduras, consistindo na primeira relagdo de cooperagdo entre leveduras e bactérias que ocorre

durante a fermentacao do kombucha (MAY et al., 2019).
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As bactérias acido acéticas fazem uso de glicose para produzir acido gluconico e
etanol para produzir acido acético (JAYABALAN et al., 2014). A presenca desse acido
estimula as leveduras a produzirem etanol que depois ¢ utilizado pelas bactérias acéticas para o
seu crescimento e para a producgdo de mais acido acético (MAY et al.,2019), conforme ilustrado

na Figura 1.

Figura 1 - Metabolismo microbiano na fermentagdo da kombucha

Celulose

1

Gluconacetobacter xylinus ‘
Leveduras
Sacarose — > Glicose o Frutose
Bactéria Bactérias acéticas
Etanol + CO,
Acido gluconico
Bactérias accticas Acido acético — H,0 + CO,

Acido glucordnico

Fonte: Adaptado Markov et al. (2003)

Por sua vez, as cepas do género Acetobacter produzem &cido acético a partir de
etanol. Este processo ¢ realizado pelas enzimas alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase,
que entram no Ciclo de Krebs produzindo agua e dioxido de carbono (TEYSSIER e
HAMDOUCHE, 2016). Ja o género Gluconobacter ndo ¢ capaz de oxidar o acetato através do
ciclo de Krebs, uma vez que ndo possui as enzimas necessarias para o processo de oxidacao,
levando ao actimulo de produtos, como gluconato, no meio (LEAL et al., 2018).

A bactéria Komagataeibacter xylinus ¢ considerada a principal responsavel pela
producdo de celulose bacteriana nas culturas de kombucha. No entanto, estudos recentes
ilustraram uma diversidade ainda maior de Komagataeibacter spp. na kombucha do que se
conhecia anteriormente (MAY et al., 2019).

Inicialmente, a populagcdo de bactérias que sintetiza celulose no meio aumenta
devido ao consumo do oxigénio dissolvido na interface ar/meio, possibilitando o

desenvolvimento apenas das bactérias que estdo na superficie da pelicula. Com o avango da
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fermentacdo a pelicula fica mais espessa, devido ao incremento de mais camadas na superficie,
formando uma estrutura suspensa no liquido. A sintese de celulose se encerra quando a pelicula
fica densa o bastante até¢ o ponto de afundar no liquido. Dessa forma, os microrganismos ficam
aprisionadas no SCOBY e as bactérias acéticas permanecem inativas devido ao suprimento
insuficiente de oxigénio (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Além disso, a presenga do SCOBY também diminui o suprimento de oxigénio para
as leveduras, ja que elas ficam abaixo da parte inferior do biofilme, podendo, dessa forma,
continuar a fermentacdo anaerdbica gerando como produtos etanol e compostos aromaticos
frutados, pelas leveduras dos géneros Zygosaccharomyces e Saccharomyces, que apresentam
uma grande importdncia no desenvolvimento do aroma da kombucha. Ja& as leveduras
apiculadas (como Kloeckera e Hanseniaspora) sintetizam ésteres volateis e acidos que
conferem ao substrato um aroma semelhante a sidra (SANTOS, 2016).

Os acidos organicos produzidos durante o processo de fermentacdo da kombucha
causam uma diminui¢do do pH do chd, gerando um aciimulo de acidez. A capacidade da
microbiota da kombucha de gerar e tolerar estas condi¢des acidas pode proporcionar um
beneficio geral em termos de protecdo do sistema contra a invasdo de microrganismos
indesejaveis. Dessa forma, o crescimento de possiveis bactérias patogé€nicas ¢ inibido,
possibilitando o consumo seguro da bebida (WATAWANA et al., 2015a; MAY et al., 2019).

Apbs o envase da kombucha as bactérias acéticas, que sdo estritamente aerdbias,
vao perdendo sua atividade e deixando de metabolizar o etanol que continua a ser produzido

pelas leveduras caso ainda reste agucar na bebida (CARVALHES e ANDRADE 2020).

3.10 Composicao quimica da kombucha

Como ja foi mencionado anteriormente, a composi¢cdo quimica da kombucha ¢
variavel tanto quantitativa quanto qualitativamente, porém, alguns componentes, como acidos
organicos, vitaminas, polifen6is e aminoacidos estdo comprovadamente presentes na maioria
(FU et al., 2014).

Villarreal-Soto et al. (2018), listaram os principais componentes presentes na
kombucha, de acordo com a quantidade inicial de actcar utilizado e o tempo de fermentagao,

conforme apresentado da Tabela 5.
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. Sacarose Tempo de

Composto Quantidade Inicial Fermentacao
Acido acético 5,6 g/L 70 g/L 15 dias
Acido acético 8,36 g/L 100 g/L 18 dias
Acidos Acido acético 11 g/L 100 g/L 30 dias
Organicos Acido glucénico 39 g/L 100 g/L 60 dias
Acido glucordnico 0,0160 g/L 70 g/L 21dias
Acido latico 0,18 g/L 100 g/L 18 dias
Vitamina B 0,74 mg/mL 70 g/L 15 dias
Vitamina Ba 0,08 mg/mL 70 g/L 10 dias
Vitaminas Vitamina Be 0,52 mg/mL 70 g/L 15 dias
Vitamina Bz 0,84 mg/mL 70 g/L 15 dias
Vitamina C 0,03 mg/mL 70 g/L 10 dias
Outros Etanol 5,5¢g/L 100 g/L 20 d%as
TR Proteinas 3¢/l 100 g/L 12 d%as
Polifenois 7,8 mM GAE* 100 g/L 15 dias
Minerais Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 0,120,4 pg/mL 70 g/L 15 dias
Anions F=, C Br I, 0,04 a3,20 mg/g 100 g/L 7 dias

NOs;—, HPO4— SO4—
Fonte: VILLARREAL-SOTO et al., 2018

*GAE (acido galico equivalente)

Entre os acidos organicos presentes, os mais importantes produzidos durante a
fermentagdo sdo: acético, glucoronico, gluconico, latico, malico, citrico, tartarico, folico,
maldnico, oxalico, piravico e tsnico (JAYABALAN et al., 2014).

O é4cido acético € o composto quimico responsavel pelo aroma e sabor de vinagre
na kombucha. Sua concentracdo tende a aumentar lentamente na bebida, atingindo 11 g/L aos
30 dias de fermentacdo e diminuindo gradualmente até terminar em 8 g/L aos 60 dias de
fermentagdo. Esta reducdo deve-se a utilizagdo desse acido como fonte de carbono pelas
bactérias, quando as fontes de agucar e de etanol j& se encontram esgotadas (LEAL et al., 2018).

O 4cido latico se mostra mais presente em preparagdes a base de cha verde quando
comparado a outros chéds, como o cha preto. J4 o acido glucordnico ¢ produzido pelos
microrganismos a partir da oxidac¢ao da glicose durante a fermentagdo da kombucha. Esse ¢ o
composto de maior importancia para a saude contido na kombucha, uma vez que atua no figado
como desintoxicante, pois ¢ capaz de se ligar aos compostos toxicos, permitindo que essas
substancias sejam excretadas pelos rins de forma mais eficiente. Além de, também, ser
precursor na biossintese de vitamina C (NGUYEN et al., 2015).

Com relacdo aos polifenois, os mais comumente encontrados na kombucha sdo

epicatequina (CE), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) e epigalocatequina
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galato (EGCG) (MANACH et al., 2004; VALENZUELA, 2004). Esses sdo compostos ativos
com mais de uma unidade estrutural de fenol por molécula, representando o maior grupo de
fitoquimicos e os mais abundantes antioxidantes presentes na dieta (LEAL et al., 2018). As
propriedades antioxidantes advindas dos polifendis sdo responsaveis por muitos dos efeitos
benéficos atribuidos a kombucha, tais como: preven¢do do cancer, aumento da imunidade,
alivio de inflamagdes e artrite (JAYABALAN et al., 2014; JAYABALAN et al., 2008).

Leal et al. (2018), ao estudarem os beneficios a saide dos compostos nutricionais e
metabolitos da kombucha, relatam, ainda, a presenca de etanol, didxido de carbono,
aminodcidos, aminas biogé€nicas, purinas, pigmentos, lipidios, proteinas, algumas enzimas
hidroliticas, vitaminas Bi, Bz, Bs, Bi2 € C; antimicrobianos naturais, polifendis provenientes do
ché, alguns minerais (manganés, ferro, niquel, cobre, zinco, chumbo, cobalto, cromio e cddmio)

e anions (fluoreto, cloreto, brometo, iodeto, nitrato, fosfato e sulfato).

3.11 Propriedades benéficas da kombucha

Sao atribuidos a kombucha varios beneficios a saude humana. Entretanto, a maioria
desses beneficios foram estudados apenas em modelos experimentais, havendo auséncia de
evidéncias cientificas em modelos humanos (JAYABALAN et al., 2014).

Dentre os beneficios relatados por Dufresne e Farnworth (2000), podem-se citar:
desintoxica¢do do sangue, redu¢do do nivel de colesterol, reducdo da aterosclerose pela
regeneragdo da parede celular, reducdo da pressao arterial, reducdo de problemas inflamatorios,
alivio os sintomas de artrite e reumatismo, auxilio da atividade intestinal, equilibrio da
microbiota intestinal, cura de hemorroidas, redu¢do da obesidade e regulacdo do apetite,
prevencao de infec¢do da bexiga e redugdo da calcificacdo renal, aumento da resisténcia do
corpo ao cancer, efeito antibidtico contra bactérias, virus e leveduras, melhoria do sistema
imunolodgico, alivio de bronquite e asma, reducdo de distirbios menstruais e ondas de calor na
menopausa, reducdo de estresse, distirbios nervosos e insonia, alivio das dores de cabega,

combate ao envelhecimento, dentre outros efeitos.
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3.11.1 Propriedades antimicrobianas

Segundo Battikh ef al. (2012), ja foram relatados varios estudos que apontam que a
kombucha exerce atividade antimicrobiana contra Helicobacter pylori, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus, Shigella
sonnei, Salmonella enteritidis e Escherichia coli.

Pesquisas sobre o kombucha demonstraram sua eficicia antimicrobiana contra
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas. Sendo a atividade antimicrobiana da
kombucha atribuida, principalmente, a presenca de acidos orgénicos, particularmente acido
acético, proteinas grandes e catequinas. Uma vez que o acido acético e as catequinas sdao
conhecidos por inibir microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (JAYABALAN et al.,
2014).

Por outro lado, Sreeramulu et al. (2000) sugerem que o poder antimicrobiano da
kombucha ndo estaria associado, exclusivamente, a presenca do 4cido acético, uma vez que a
bebida também apresentou agdo inibitdria, mesmo em pH neutro, para o crescimento de
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
Shigella sonnei, Campylobacter jejuni e Candida albicans. Além disso, sugerem que as
proteinas presentes no chd, também ndo estariam associadas a atividade microbiana, uma vez
que, mesmo os chas que foram submetidos a um tratamento térmico (provocando desnaturagao
das proteinas) apresentaram atividade antimicrobiana. Finalmente os autores também apontam
que as catequinas (compostos fenodlicos presentes em abundincia no chd) também ndo
contribuem com esse efeito, j& que amostras de cha ndo fermentado também foram testadas e
ndo apresentaram ac¢do inibitdria para nenhum dos microrganismos, com exce¢do do
Campylobacter jejuni. Dessa forma, apontam a existéncia de outros compostos com agao

antimicrobiana na composi¢do da bebida.

3.11.2 Propriedades antioxidantes

Muitos dos efeitos benéficos atribuidos a kombucha como prevenc¢ao do cancer,
aumento da imunidade, alivio de inflamacdes e artrite estdo relacionados com a atividade

antioxidante da bebida (JAYABALAN et al., 2014).
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A capacidade antioxidante da kombucha ¢ atribuida, principalmente, a presenga de
polifenodis produzidos durante a fermentacdo, bem como ao efeito sinérgico dos diferentes
compostos encontrados no cha (JAYABALAN et al., 2008). Segundo Chu & Chen (2006), o
teor total de polifenois na kombucha aumenta linearmente durante o tempo de fermentacao.
Porém a fermentacdo prolongada do cha ndo ¢ recomendada, uma vez que a concentracdo de
acidos organicos também aumenta ao longo do tempo, podendo atingir niveis prejudiciais para
o consumo direto (JAYABALAN et al., 2008).

De acordo com JAYABALAN et al. (2014), a kombucha tem atividade antioxidante
superior ao chd ndo fermentado, fato que pode estar relacionado com a produgdo de
componentes de baixo peso molecular e modifica¢des estruturais dos polifenois presentes no
chd por enzimas produzidas por bactérias e leveduras durante fermentacao.

Fu et al. (2014) utilizaram diferentes tipos de kombucha para comparar as
capacidades de elimina¢do de radicais livres contra o 2,2-difenil-picrylhydrazyl (DPPH),
radicais hidroxila e radicais superdxido. Diferentes tipos de cha foram usados para preparar a
kombucha: ché verde de baixo custo, cha preto e cha em po e os resultados mostraram que a
kombucha obtida a partir da fermentacdo do chd verde apresentou maior capacidade de

eliminagdo de radicais livres contra DPPH, radicais hidroxila e anions superéxido.

3.11.3 Propriedades anticancerigenas

Como mencionado, as propriedades anticancerigenas da kombucha podem estar
relacionadas a presenca de polifendis no ché e seus produtos de degradagdo formados durante
a fermentacdo (JAYABALAN et al., 2014).

Os possiveis mecanismos anticancerigenos dos polifendis do ché citados pela
maioria dos pesquisadores consistem em: (1) inibicdo da mutagdo genética; (2) inibicdo da
proliferacdao de células cancerigenas; (3) inducdo de apoptose de células cancerigenas; e (4)
término de metastase (CONNEY et al., 2002; IOANNIDES & YOXALL, 2003; BODE &
DONG, 2003).

Jabalayan et al. (2011), estudaram as propriedades citotdxicas e anti-invasivas de
fragdes de kombucha extraidas por diferentes solventes, contra trés tipos de células
cancerigenas humanas (carcinoma pulmonar, osteossarcoma e carcinoma renal), demonstrando

que o malonato de dimetil 2- (2-hidroxi-2-metoxipropilideno) e a vitexina seriam os possiveis
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compostos responsaveis pelas propriedades anticancerigenas da kombucha. Srihari et al. (2013)
também demonstraram o efeito do extrato da Kombucha liofilizada sob células cancro da
prostata, uma vez que foi observada a diminui¢ao da expressdo de moléculas que estimulam a
angiogénese.

Também foi atribuida a kombucha propriedade hepatoprotetora contra varios
agentes toxicos e carcinogénicos do figado, comprovada em experimentos com ratos e
camundongos albinos. A capacidade de desintoxicagdo no figado e a hepatoprotecao devem-se,
provavelmente, a atividade antioxidante da kombucha. Sendo o principal responséavel por esses
efeitos protetores o DSL (4cido D-sacarico-1, 4-lactona) que ¢ produzido na bebida pela

Gluconacetobacter sp. JAYABALAN et al., 2016).

3.12 Propriedades toxicas

Jayabalan et al. (2014) mencionam alguns casos de disturbios de saude relatados
por alguns individuos ap6s a ingestdo da bebida, como tontura e nausea, reacdes alérgicas, dor
de cabeca, acidose lactica e hipertermia. No entanto, esses sintomas foram manifestados em
casos isolados e geralmente estdo associados ao consumo em excesso (mais que 4 oz por dia,
equivalente a aproximadamente 120 mL/dia) a falta de higiene na preparagao, a vulnerabilidade
de saude dos pacientes (HIV e insuficiéncia renal aguda), a lixiviagdo de metais pesados de
recipientes utilizados para armazenar a bebida, e ao consumo de kombuchas muito acidas
resultantes de longos processos fermentativos (LEAL et al., 2018; KAPP e SUMNER, 2018).

Além disso, alguns autores relataram a presenca microrganismos patogénicos em
kombuchas preparadas em casa, sem as condi¢cdes de higiene adequadas, como bactérias do
género Bacillus anthrax (SADJADI, 1998) e bolores Penicillium e Aspergillus que sao
conhecidos pelos seus efeitos carcinogénicos e intoxigénicos (KOLE et al., 2009). Bem como
também foram identificados casos de intoxicacdo por chumbo e toxicidade gastrointestinal
devido a migragdo de recipentes de ceramica utilizados para armazenar a kombucha (PHAN et
al., 1998; SABOURAUD, 2009).

JaKole et al. (2009) publicaram um estudo de caso de um paciente de 22 anos, HIV
positivo, que apresentou insuficiéncia renal aguda com acidose lactica e hipertermia apds 15
horas de ingestdo de kombucha. Segundo Leal et al. (2018), foram relatados dois casos de

acidose relacionados ao consumo excessivo da kombucha. Esses mesmos autores afirmam



42

ainda que, posteriormente, foi comprovado que os pacientes eram portadores de HIV e
insuficiéncia renal aguda, condi¢des que os torna vulneraveis ao desenvolvimento da doenga.

Por outro lado, em relacdo as gestantes, o consumo da kombucha ¢ contraindicado
como um parametro de seguranga, devido ao possivel contetido de heparina (componente
glicosaminoglicano) no chd, que inibe proteinas do sistema de coagula¢do do sangue, sendo
prejudicial durante o terceiro trimestre da gravidez. Contudo, os autores afirmam que a presenga
de heparina ndo foi comprovada em amostras analisadas, porém, o consumo da bebida pode
favorecer sua produ¢@o no organismo (RUBIO DELGADO, 2015).

No entanto, todos estes casos sdo isolados e envolveram um namero restrito de
individuos. Além disso, ndo ha evidéncias substanciais que confirmem a toxicidade da
kombucha ou a ocorréncia de doencas em estudos anteriores (VIJAYARAGHAVAN et al.,
2000).

3.13 Legislagao

O Brasil definiu recentemente os padrdes de identidade e qualidade da kombucha
em todo o territorio nacional através da Instrucdo Normativa N° 41, de 17 de setembro de 2019,
estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Essa legislacao
contempla aspectos como: definicdo, classificacdo, rotulagem, parametros analiticos,
composicdo (ingredientes obrigatdrios e opcionais) e proibi¢des relacionados a producdo e
comercializacao da kombucha (BRASIL 2019).

De acordo com a legislagdo brasileira, kombucha ¢ a bebida fermentada obtida
através da respiracdo aerdbia e fermentacdo anaerdbia do mosto obtido pela infusdo ou extrato
de Camellia sinensis e aglUcares por cultura simbiotica de bactérias e leveduras
microbiologicamente ativas (BRASIL 2019).

A bebida ¢ considerada alcodlica quando contém entre 0,6% e 8,0 % de alcool, em
volume, sendo obrigatéria a informagdo do teor alcodlico da bebida no rétulo. Mesmo na
kombucha nao alcoolica (menos de 0,5% de alcool) a concentragao de alcool deve ser indicada
no rétulo quando ultrapassar o limite de 0,05% (BRASIL 2019).

Dentre os parametros fisico-quimicos, a Instrucdo Normativa estabelece que o pH

da kombucha esteja entre 2,5 e 4,2 e que o teor de acidez volatil minimo permitido seja 30
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mEq/L e o maximo 130 mEq/L, podendo ser adicionada de suco, polpa de fruta, extrato vegetal,
especiarias, mel e outros aditivos permitidos pela ANVISA (BRASIL, 2019a).

Nos Estados Unidos as bebidas fermentadas e os alimentos enlatados acidificados
estdo isentos de regulamentacdo pelo FDA, dessa forma, ndo existe uma legislacdo especifica
para a kombucha (NUMMER, 2013). No entanto ela ¢ definida como uma bebida fermentada
obtida por “processo especializado” e para sua obtengao € necessario que o produtor apresente
um plano de Analise de Riscos e Pontos Criticos de Controle — HACCP (FDA, 2009).

Dessa forma, com objetivo de controlar o processo e garantir a seguranca alimentar
dos consumidores da bebida, o Departamento de Agricultura da Pensilvania (EUA) publicou
um documento contendo as diretrizes para a produ¢do e o envase da kombucha. De acordo com
essas diretrizes, o pH da kombucha deve ser monitorado durante todo o processo de fermentagao
e ndo deve ser superior a 4,2 e inferior a 2,5 a fim de evitar contaminagdes microbioldgicas e
acidose, respectivamente. Ademais, o documento orienta ainda que ¢ vetado qualquer tipo de
alegacdo de satde no rotulo da bebida, bem como, que o consumidor deve ser alertado quanto:
a contraindicacdo do produto para individuos imuno-comprometidos, quanto ao limite de
consumo didrio (que ndo deve exceder 4 oz. por dia, equivalente a aproximadamente 120
ml/dia) e quanto a possivel presen¢a de alcool, mesmo que em baixas concentragdes. (DUTTA
e PAUL, 2019)

Com relagdo ao teor alcodlico da bebida, o Departamento do Tesouro e Comércio
do Tabaco e Departamento do Imposto do Tesouro dos EUA (2017) exige que a concentragao
seja inferior a 0,5% em volume, caso contrario, a bebida ¢ classificada como bebida alcodlica
e sujeita a uma regulamentagdo especifica por esse departamento.

Nummer (2013) alerta que mesmo apos o engarrafamento a bebida pode continuar
fermentando, o que pode provocar um aumento do teor alcodlico para até 3%. Isso ocorre
porque os microrganismos continuam fermentando os agticares e produzindo alcool e dioxido
de carbono dentro do recipiente e o acimulo de didéxido de carbono impede a conversao do
alcool em 4cido acético. Para evitar esse tipo de problema, o autor recomenda a utiliza¢do de
técnicas de pasteurizagdo e/ou adicdo de conservantes (0,1% m/v de benzoato de sddio e 0,1%
m/v de sorbato de potassio) em combinacdo com refrigeracdo com intuito de interromper o
processo fermentativo, porém, vale salientar que o uso dessas técnicas pode comprometer a
caracteristica probiotica que ¢ atribuida a bebida, uma vez que os microrganismos benéficos
seriam eliminados. No entanto, estudos comprovando a viabilidade dos paraprobidticos e pos-

biodticos podem solucionar esse impasse, uma vez que alguns autores defendem a teoria de que
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mesmo apoOs o tratamento térmico, os alimentos probidticos podem continuar com sua
funcionalidade, ja& que que a presenca de microrganismos ndo viaveis ou até mesmo dos
subprodutos do seu metabolismo podem contribuir com a satide e bem-estar dos consumidores

(BARROS et al., 2020).

3.14 Mercado econdomico para a kombucha no Brasil

Os alimentos funcionais estdo se tornando cada vez mais populares no mercado,
refletindo uma mudanga no estilo de vida da populacdo, que passa a buscar uma dieta mais
saudavel. Dentre os alimentos funcionais, aqueles que contribuem para a saude digestiva estao
entre os mais procurados, dessa forma o mercado de bebidas probioticas, como a kombucha,
vem crescendo de forma significativa nos ultimos anos (BRUSCHI et al., 2018; KIM &
ADHIKARI 2020).

O Brasil ¢ o quinto maior mercado de alimentos e bebidas saudaveis do mundo, o
volume de vendas atingiu aproximadamente US$27,5 bilhdes em 2015, segundo levantamento
da EUROMONITOR. Esse mercado cresceu 98% no Brasil entre 2009 e 2014. E a agéncia
prevé um crescimento expansivo do setor até 2020. Segundo dados da EUROMONITOR, 28%
dos brasileiros consideram o valor nutricional o mais importante na hora de consumir um
produto, enquanto 22% dao preferéncia a alimentos naturais e sem conservantes
(EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2019).

Dessa forma, com o aumento do consumo de alimentos e bebidas naturais, a
producdo da kombucha no Brasil comegou a avangar. Inicialmente essa produgdo era apenas
artesanal, desenvolvida por pessoas que tinham interesse em produzir a bebida em casa. Porém,
nos ultimos trés anos, algumas industrias de pequeno porte comegaram a produzir a bebida,
para venda em mercados regionais (Associa¢ao Nacional dos exportadores de suco citrico -
CITRUS, 2018).

Contudo, o produto ainda ndo ¢ muito conhecido, segundo a Associa¢do Brasileira
de Kombucha (ABkom) existem 40 empresas produtoras de Kombucha espalhadas pelo pais.
Essas empresas tém uma produ¢do média de entre 2 mil e 5 mil garrafas por més, ou 25 mil
litros por més, e a venda ¢ feita de forma regional. Em 2018 a comercializagdo da kombucha
movimentou cerca de 20 milhdes de reais (Associagdo Nacional dos exportadores de suco

citrico - CITRUS, 2018).
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E importante pontuar que o aumento do consumo da kombucha nio é exclusivo
apenas no Brasil, no periodo de 2014-2018, o mercado americano cresceu a uma taxa de 23%
ao ano. E as previsdes estimam que esse crescimento continue aumentando até 2025, atingindo
entre US$3,5 a 5 bilhdes. Na medida em que a industria da kombucha foi ganhando espago, em
2014, uma organizagdo sem fins lucrativos chamada Kombucha Brewers International (KBI)
foi criada para compartilhar informagdes sobre a produgdo, ajudar com regulamentagdes e
legislacdes relacionadas a bebida. Em novembro de 2019, havia 235 empresas em todo o mundo
inscritas como membros desta organiza¢do, sendo 134 sediadas nos EUA. Este nimero nao
inclui o nimero total de empresas de kombucha em atividade nos EUA, no entanto, fornece

uma estimativa da dimensdo desse mercado no pais (KIM & ADHIKARI 2020).

3.15 Inovacdes tecnologicas para a utilizacdo da pelicula de celulose

Um dos primeiros produtos comercialmente disponiveis elaborados a partir da
celulose bacteriana foi a “nata de coco”, que teve origem nas Filipinas na década de 1990 e ao
longo dos anos tornou-se popular em outros paises como Japao, Coréia e EUA (GAMA et al.,
2013; JAGANNATH et al., 2008). A “nata de coco” ¢ a pelicula de celulose sintetizada pela
Komagataeibacter xylinus (antes Acetobacter xylinum) a partir da fermentacao de dgua de coco.
O termo “nata” ¢ de origem latina (natare significando flotar), e se refere a pelicula de celulose
formada na superficie da 4gua de coco ou de outros meios de cultura como suco de abacaxi
(nata de pinha) e soro de leite (nata de soro) (DANESI & WOSIACKI, 1998). A nata de coco
¢ produzida na forma de camadas grossas de celulose que sdo cortadas em pequenos cubos
uniformes, lavadas e fervidas em dgua antes de serem cozidas em xarope de agucar para
aplicagdes alimentares. A nata de coco ¢ usada em produtos alimenticios, como sobremesas de
baixa caloria, saladas, coquetéis de frutas e geleias de frutas (GAMA et al., 2013;
JAGANNATH et al., 2008).

A pelicula da kombucha vem sendo amplamente utilizada para a fermentagao de
outros substratos, além dos chés, resultando na obtengdo de produtos com caracteristicas
diferentes da kombucha. Como por exemplo, Malbasa et al. (2009) produziram bebidas
similares a iogurte a partir da fermentagao de leite meio gordo e kombucha de varias origens
(de cha preto, verde e de extrato de tupinambo). J& Tu et al. (2019) utilizaram a pelicula da

kombucha para fermentar soro de soja e obter uma nova bebida funcional. Enquanto Ayed e
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Hamdi (2015) utilizaram suco de palma forrageira como substrato para desenvolver uma nova
bebida com propriedades nutricionais aprimoradas a partir da colonia de microrganismos da
kombucha.

Além disso, outras aplicagdes da pelicula de celulose formada a partir da
fermentacdo de bactérias acéticas na kombucha, também sdo reportadas pela literatura. Uma
vez que esse material se destaca pela sua estabilidade quimica, estrutura molecular e forga
(CZAJA et al., 2007).

Essa pelicula de celulose vem sendo utilizada por pesquisadores como biossorvente
para remocao de poluentes metalicos como arsénico, cromo e cobre a partir de 4guas residuais
(MURUGESAN et al., 2006; MAMISAHEBEI et al., 2007; SCIBAN et al., 2012).

Murugesan et al. (2005) relataram que a utilizagdo da biomassa da kombucha como
suplemento proteico na ragdo de frangos de corte em uma concentragdo de 15 % (p/p) de
pelicula na ragdo, resultou em um aumento do peso e do fator de producao das aves.

Santos (2016) produziu “nata de kombucha”, com objetivo de obter um produto
semelhante a “nata de coco” a fim de fornecer uma alternativa para o aproveitamento das
peliculas de celulose resultantes da produc¢ao da kombucha, a mesma autora formulou também
“géis de kombucha” a partir na adi¢@o de hidrocoloides (4gar, goma de alfarroba e carragenina)
para serem utilizados em sobremesas e na producao de gomas comestiveis.

De acordo com Costa et al. (2017) a celulose sintetizada pelas bactérias apresenta
estrutura molecular idéntica a da celulose vegetal, no entanto, a celulose bacteriana possui
maiores graus de pureza, polimerizagdo, cristalinidade, resisténcia a tragdo, absor¢do de agua,
capacidade de retencdo de 4dgua e adaptabilidade bioldgica, oferecendo biocompatibilidade,
biodegradabilidade.

Essas propriedades exclusivas resultam em uma ampla variedade de aplicacdes.
Podendo ser utilizada na area da biomedicina no tratamento de queimaduras e outras lesdes de
pele (CZAJA et al., 2007) ou até mesmo na reparacao de cartilagem e osso (PUPPI et al., 2010);
ou ainda como um vaso sanguineo artificial em procedimentos microcirtirgicos (KLEMM et

al., 2001).
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparo das infusoes

Para a producdo da kombucha, foram utilizados trés tipos de infusdes diferentes
como substrato: chd verde (Camellia sinensis), cidreira (Melissa officinalis) e erva doce
(Pimpinela anisum), separadamente. Todas as ervas foram adquiridas no mercado local da
cidade de Currais Novos-RN, da marca Marata®, cada caixa contendo 10 sachés de 10g.

Os sachés de cada um dos chéas foram colocados em panelas de ago inoxidavel
contendo 10% de agucar branco cristal (m/v) e agua fervente, conforme a propor¢ao
estabelecida pelo fabricante no rétulo do produto (1 saché para 130 mL de dgua) e mantidos
sob infusdo durante 10 minutos. A concentra¢do de acucar utilizada e o tempo de infusdo das
ervas foi estabelecida conforme descrito por Santos (2016).

Em seguida, os sachés foram retirados e as infusdes adogadas foram transferidas
para recipientes de vidro previamente lavados e sanitizados, com capacidade de 3 litros e 9,5
centimetros de didmetro de abertura.

Todas as etapas que envolveram a producdo das kombuchas foram realizadas no
laboratorio de Biotecnologia de Alimentos do Instituto Federal do Rio Grande do Norte, campus

Currais Novos.

4.2 Preparo da kombucha

Ap6s o arrefecimento das infusdes (temperatura em torno de 25°C) foi realizada a
inoculacdo, em que foi adicionado um volume de 20% (v/v) de kombucha j& fermentada
proveniente de cada uma das infusdes de origem, juntamente com um SCOBY (pelicula),
também previamente fermentado em infusdo especifica para cada erva, medindo em torno de
14 centimetros de didmetro.

Os bocais dos recipientes foram protegidos com papel toalha presos por elasticos,
evitando-se contato com insetos e sujidades fisicas, mas permitindo a entrada de oxigénio. A
incubac¢do foi realizada em estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand) sob 30°C durante 10
dias.

Os tratamentos foram nomeados T1, T2 e T3, correspondendo as kombuchas

obtidas a partir das infusdes de cha verde, cidreira e erva doce, respectivamente.
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4.3 Saborizacio e segunda fermentacio

Apo6s 10 dias de fermentagcdo o liquido foi separado dos SCOBY e as bebidas
obtidas foram saborizadas com suco de acerola clarificado adogado na propor¢ao 1:1. Apds a
homogeneizagdo dos ingredientes, o liquido foi distribuido em garrafas de vidro com tampa
hermética. Em seguida, essas garrafas foram fechadas e armazenadas em estufa BOD sob 30°C,
durante 3 dias para que ocorresse uma nova fermentagdo. Essa etapa teve como objetivo, além
do incremento do sabor caracteristico do suco, a producdo de gas, devido a adicdo de agucar,
que possibilitou a continuagdo da fermentagdo pelos microrganismos da kombuchas.

Apbs a segunda fermentacdo as amostras foram nomeadas: K1 — primeira
fermentagdo no ché verde e segunda fermentagdo com 50% de suco de acerola clarificado, K2
— primeira fermentacdo na infusdo de cidreira e segunda fermentacdo com 50% de suco de
acerola clarificado e K3 primeira fermentagdo na infusdo de erva doce e segunda fermentagao
com 50% de suco de acerola clarificado. O fluxograma referente ao processo de obtencao da

kombucha est4 apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Fluxograma com o processo de produ¢do da kombucha
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4.4 Preparo e clarificacdo do suco de acerola

Para a producdo do suco de acerola, foram utilizadas polpas de fruta da marca
Sterbom, produzidas e comercializadas na cidade de Currais Novos-RN. O suco foi preparado
conforme dilui¢ao recomendada pelo fabricante (200 mL de dgua para cada 100g de polpa),
juntamente com 10% de agucar branco cristal (m/v). Em seguida, foi filtrado para remocao do
excesso de residuos solidos (Figura 3, a) e aquecido a 40°C para a realizagdo do tratamento
enzimatico de clarificagdo. Para esse tratamento foi utilizada a enzima pectinase da marca
Yanglonghui® na concentragdo 0,02% (m/v). A enzima foi adicionada ao suco e incubada a
40°C na BOD durante 90 minutos. Apds esse tempo, o suco foi colocado em provetas de 1L e
mantido sob refrigeracdo durante 24 horas, para a decantagdo do restante dos sélidos em
suspensdo (Figura 3, b) e posterior separacdo do suco clarificado. Passado esse tempo, o suco
foi pasteurizado a 70°C por 15 minutos e resfriado em banho de gelo até a temperatura de
aproximadamente 25°C. Apds o resfriamento, o suco foi utilizado para a saborizacdo e segunda

fermentagdo das kombuchas.

Figura 3 - Etapas do processo de obteng@o do suco clarificado
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Fonte: Autora, 2023.
Legenda: (a) residuos do suco retidos apos a filtragdo, (b) residuos depositados no fundo da proveta apods o
armazenamento refrigerado do suco tratado com a enzima.
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4.5 Acompanhamento da fermentacio

Para a avaliagdo do comportamento da fermenta¢do das kombuchas, diariamente,
foram retiradas aliquotas de 50 mL da bebida até o décimo dia de fermentagdo para
determinagdo do pH, so6lidos soluveis e acidez total. Além desses parametros, também eram
retiradas amostras diariamente ¢ mantidas em microtubos (tipo Eppendorf) sob congelamento
para as determinagdes das concentracdes de sacarose, glicose, frutose, acido acético, acido
latico e etanol em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os dados obtidos foram
representados em graficos construidos através do software Origin 8.

Ao final da fermentacdo, calculou-se o rendimento de SCOBY formado em cada

um dos tratamentos.

4.5.1 Rendimento do SCOBY

O rendimento da pelicula de celulose formada durante o processo de fermentagao
foi calculado conforme Wang et al. (2023). A massa da pelicula inicial foi medida antes da

fermentacao e as peliculas resultantes ap6s a fermentacdo, de acordo com a Equagao 1.

| mi —mf ~
Rendimento (%) = )X 100 (Equacio 1)

Onde: mi ¢ a massa do SCOBY adicionado no inicio da fermentagdo e mf'¢ a massa

total de SCOBY resultante apos a fermentagao.

4.6 Analises fisico-quimicas
4.6.1 Determinacgdo de pH

O pH foi determinado através de leitura direta utilizando um potencidometro digital
da marca ALFAKIT modelo AT-355. O equipamento foi calibrado a cada utilizacdo com
solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0 conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz

(2008).
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4.6.2 Determinacdo dos solidos soluiveis totais

O teor de soélidos soluveis totais (SST) foi determinado utilizando um refratdmetro
portatil da marca INSTRUTHERM, modelo RTD-95, e os resultados expressos em °Brix
(LUTZ, 2008).

4.6.3 Determinacdo de acidez tituldvel

Para a determinacao da acidez titulavel, inicialmente, utilizou-se 5 mL da amostra
juntamente com 50 mL de dgua destilada e adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina (1%). Em
seguida, titulou-se com uma solu¢cdo de NaOH 0,1 M até mudanca de cor para réseo claro. Os
resultados foram expressos em percentagem de 4cido acético, segundo metodologia descrita

pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.6.4 Determinacdo de acidez voldtil

Para determinacdo da acidez volatil, 10 mL da amostra foram destiladas em
destilador de nitrogénio (Marconi, MA 036 plus) e os acidos volateis presentes na bebida foram
coletados apods a condensacdo dos vapores em Erlenmeyer contendo 20 mL de agua destilada.
Em seguida, foi realizada a titulacdio com solu¢do de NaOH 0,1M, até a coloracdo rosa

persistente e os resultados foram expressos em meq/L (LUTZ, 2008).

4.7 Determinagio de compostos fenolicos totais

O teor dos compostos fendlicos foi determinado através do método colorimétrico
Folin-Ciocalteu (LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997). Foram preparadas
solugdes com diferentes concentracdes de acido galico (EAG) para a obtenc¢do da curva padrao.
De acordo com o tipo da amostra, dilui¢cdes de diferentes concentragdes foram obtidas. Para a
reacdo colorimétrica, foi adicionado 1 mL da amostra diluida, 1 mL da solu¢do de Folin-
Ciocalteu (1:3), 2 mL de 4gua destilada e 2 mL de carbonato de s6dio 20%, homogeneizadas e
colocados sob abrigo da luz para reagir durante 30 minutos. A absorbancia foi lida em

espectrofotometro (Biospectro, SP-220) a 700 nm sob temperatura ambiente. Os teores de
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fenolicos totais foram expressos em mg de acido galico equivalentes (GAE) por 100 mL da

amostra.

4.8 Determinacio da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com o método descrito por RE et
al., 1999; RUFINO et al., 2007, através do potencial de inibi¢do do radical ABTS+ (2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)). O radical ABTS+ foi produzido pela reagao
de 5 mmol/L solugdo estoque de ABTS 7mM com 88 uL de persulfato de potassio 140mM em
um ambiente escuro a temperatura ambiente 16 horas antes do uso. O radical produzido foi
diluido em etanol até a absorbancia de 0,70 =+ 0,05 a 734 nm. Para a curva padrao, utilizou-se
solugdo de trolox previamente preparada com diferentes concentragdes (100 — 2000 uM). Em
seguida, 30 pL das amostras em trés concentragdes diferentes foram misturados com 3,0 mL
da solugdo de ABTS+ e apds incubacdo em temperatura ambiente por seis minutos, a
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (Biospectro, SP-220) a 734 nm. A atividade

antioxidante foi expressa em uM Trolox/L.

4.9 Analise de Cor

A analise de cor foi realizada no Laboratorio de Frutos e Hortalicas do
Departamento de Alimentos da Universidade Federal do Ceard (UFC). Para essa analise foi
utilizado o equipamento colorimetro ColorQuest XE (HunterLab, Virginia, EUA) acoplado ao
software EasyMatch QC 4.81, operando em modo Transmissao Total com iluminante D65 e os
resultados foram expressos a partir da escala de cores CIELAB (L*, a* e b*). Onde, L*
corresponde a luminosidade (0 a 100); a* corresponde ao espectro de cores verde (-a*) e

vermelho (+a*) e b* corresponde ao espectro de cores azul (-b*) e amarelo (+b*).

4.10 Determinacoes em HPLC

As amostras foram mantidas sob congelamento até o momento das andlises que
foram realizadas na Central Analitica do Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos

Biotecnoldgicos do Departamento de Engenharia Quimica da UFC.
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Os teores de agucar (sacarose, glicose e frutose), de acidos organicos (acético,
latico) e etanol formados durante os 10 dias de produciao das kombuchas foram quantificados
em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) utilizando um sistema Thermo Finnigan
Surveyor (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com um detector de indice
de refracdo e com uma coluna Supelco 610 H. A solucdo de acido fosfoérico (H3PO4) a 0,1%
v/v preparada com Agua MiliQ (Simplicity 185, Millipore, Billerica, MA) foi utilizada como
fase movel com vazao de 0,5 mL/min e a analise conduzida a 30 °C. O volume de injecdo das
amostras foi padronizado em 20 pL e os picos foram comparados com o tempo de reteng@o dos

padrdes previamente definidos dos constituintes de interesse identificados.

4.11 Analise de estabilidade

As kombuchas saborizadas (K1, K2 e K3) foram armazenadas durante 90 dias para
a avaliagdo da estabilidade ao longo do armazenamento refrigerado (5 °C). Durante esse
periodo, mensalmente, eram abertas garrafas de cada uma das amostras para a avaliacdo do pH,

so6lidos soluvelis totais e acidez.

4.12 Analises Microbioldgicas

A Instrugcdo Normativa n® 41, de 17 de setembro de 2019, que estabelece o Padrao
de Identidade e Qualidade da kombucha em todo o territorio nacional, ndo define os parametros
microbioldgicos para a bebida. No entanto, estabelece que os microrganismos do SCOBY
podem estar presentes na bebida, proibe a adicdo dos mesmos apds o processo de fermentagao
e a presenga de contaminantes microbioldgicos em concentragao superior ao limite estabelecido
pela Resolugdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2019a). Porém, em 2019, a RDC
n° 12 foi revogada pela a RDC n° 331, publicada em 23 de dezembro de 2019, em que estabelece
os novos padrdes microbiologicos para alimentos com os limites dispostos na Instrugdo
Normativa n° 60, de 26 de dezembro de 2019. Apesar dessa atualizagdo na resolugdo, a
kombucha ndo se enquadra em nenhuma categoria especifica, podendo ser incluida, por
aproximacao, em fun¢do da similaridade com “Refrigerantes e outras bebidas carbonatadas”
que estdo dentro da categoria “Bebidas ndo alcoodlicas”, dentre tantos outros grupos de
alimentos especificados na legislagdo. Para esse tipo de produto, apenas a quantidade de bolores

e leveduras ¢ estabelecido como parametro microbiologico, porém, exclui-se as bebidas
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fermentadas (BRASIL, 2019b). Uma vez que a kombucha ¢ uma bebida obtida a partir de um
processo fermentativo e que pode ser naturalmente ou artificialmente carbonatada, situa-se num
limbo legislativo e, até este momento ainda carece de defini¢do dos critérios microbioldgicos
que garantam a qualidade e a seguranc¢a da bebida.

Foram realizadas as andlises de coliformes a 35°C e a 45°C; contagem de bolores e
leveduras, contagem de bactérias acéticas e contagem de bactérias laticas. Para a realizagdo
dessas andlises, inicialmente, as amostras foram diluidas em solugdo salina (0,85% - p/v) nas

concentra¢des 107!; 102 ¢ 1073,

4.12.1 Determinacdo de coliformes

A determinacdo de coliformes foi realizada a partir da técnica do nimero mais
provavel (NMP), conforme metodologia descrita por Silva et al. (2017). Para a quantificagdo
dos coliformes a 35°C, inoculou-se 1 mL de cada diluigdo em uma série de 3 (trés) tubos
contendo 9 mL de caldo Lactose (digerido pancredtico de gelatina 5 g/L; lactose monohidratada
5 g/L e extrato de carne 3 g/L) com tubos de Durham invertidos. Os tubos foram incubados a
37°C por 48 horas. Uma vez que, ap0s a incubagdo, ndo foi observado crescimento positivo em
nenhuma das diluicdes das amostras analisadas, ndo foi necessario seguir para as proximas

etapas para a determinagdo de coliformes.

4.12.2 Contagem de leveduras

Para a determinacdo de bolores e leveduras foi realizado o plaqueamento em
superficie utilizando o meio Agar Batata Dextrose (PDA), (dextrose 2 g/L; infusio de batata
200 g/L; 4gar bacterioldgico 15 g/L) acidificado com acido tartarico a 10% (m/v), com o pH
5,0, no qual inoculou-se 0,1 mL de cada dilui¢ao, em duplicata e realizou-se o espalhamento
com al¢a de Drigalsky em toda a superficie da placa. Posteriormente, as placas foram incubadas
em estufa a 30°C durante 5 dias para realizacdo das contagens, os resultados foram expressos

em UFC/mL (SILVA et al., 2017).
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4.12.3 Contagem de bactérias acéticas

Para a contagem de bactérias acéticas também foi utilizada a técnica de
plaqueamento em superficie, onde inoculou-se 0,1 mL de cada dilui¢do, em duplicata, no meio
de cultura composto GYCA (glicose 30 g/L; extrato de levedura 5g/L; peptona 3 g/L; carbonato
de calcio 10 g/L; agar 20 g/L e 3% de alcool etilico absoluto apos autoclavagem). As placas
foram incubadas em estufa a 30°C por 72 horas para posterior realizacdo das contagens, 0s

resultados foram expressos em UFC/mL (WATAWANA et al., 2016).

4.12.4 Contagem de bactérias ldticas

As bactérias laticas foram determinadas utilizando o Agar MRS (peptona de caseina
10 g/L; extrato de carne 10 g/L; extrato de levedura 4,2 g/L; glucose 20 g/L; fosfato dipotassico
2 g/L; Tween *80 1 g/L; citrato de amonio 2 g/L; acetato de sodio 5 g/L; sulfato de magnésio
0,2 g/L; sulfato de manganés 0,04 g/L e 4gar 14 g/L) a partir da técnica de plaqueamento em
profundidade, utilizando 1 mL de in6culo para cada dilui¢do, em duplicata. As placas foram
incubadas em estufa a 30°C por 72 horas, sob anaerobiose e os resultados foram expressos em

UFC/mL (ETGETON e ZANETTE 2020).

4.13 Identifica¢do do perfil do consumidor de kombucha

Participaram desse levantamento 385 individuos residentes da cidade de Fortaleza
e regido metropolitana do Ceard. Os dados foram coletados a partir de um questiondrio
utilizando a plataforma Google Forms que foi aplicada em meio online.

O questionario foi dividido em doze se¢des, a primeira se¢ao continha o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e os participantes deveriam confirmar ou ndo a sua
participagdo na pesquisa. As segdes dois, trés e quatro foram compostas por questdes
sociodemogréficas, tais como: localidade (Fortaleza ou Regido Metropolitana), bairro, faixa
etaria, renda, escolaridade, género e situagdo civil. Na se¢@o cinco, os participantes deveriam
marcar se conheciam ou ndo kombucha. Em caso de resposta negativa, o questionario era
finalizado. A sec¢do seis continha duas questdes de sim ou ndo, uma sobre o conhecimento dos
beneficios da kombucha e a outra se ja haviam consumido a bebida. Os participantes que

responderam nunca ter consumido eram encaminhados para a sétima secdo, na qual foi
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solicitado que justificassem sua resposta. Enquanto, os participantes que responderam ja ter
consumido, marcaram a frequéncia de consumo na sec¢do oito. Nas secdes nove e dez foram
levantadas questdes sobre preferéncias de consumo, como origem que mais agradava (artesanal,
industrial), tipo de erva base preferida (como alternativa a Camellia sinensis), embalagem
preferida, bem como o seu tipo e cor e, por fim, quais informagdes os participantes gostariam
de encontrar na embalagem da kombucha. A décima primeira se¢do foi destinada para a
avaliagdo dos elementos relacionados a decisdo de compra do consumidor utilizando o método

Best-Worst Scaling (BWS).

4.13.1 Método Best-Worst Scaling (BWS)

O método BWS se destaca como ferramenta que possibilita a delimitagdo de
atributos relevantes ao comprador através de indicacdo de qual elemento ¢ melhor ou mais
importante e qual € pior ou menos importante por parte dos entrevistados, possui como objetivo
identificar o grau de importancia, de maneira hierarquica, de elementos chaves do produto
estudado pela perspectiva do consumidor (FINN; LOUVIERE, 1992; DINIZ et al, 2017). Dessa
forma, para a construcdo do método BWS foram selecionados 10 atributos para realizar as
combinagdes, sendo eles: elevado teor de antioxidantes, sabor, probiotico, beneficio a saude,
marca, boa op¢ao para substituir o refrigerante, preco, ndo conter aditivos quimicos, produto
artesanal e aumentar a imunidade. Os atributos foram distribuidos em conjuntos de cinco, de
forma que o participante deveria selecionar apenas um atributo para o termo “mais importante”
e outro atributo para o termo “menos importante” dentro de cada grupo. Para garantir que todos
os atributos aparecessem na mesma quantidade de vezes foi utilizado o software XLSTAT. Os
atributos foram distribuidos no Google Forms como “linhas”, enquanto os termos “menos
importante” e “mais importante” foram distribuidos em colunas. Dessa forma, foi possivel
restringir a resposta do participante a apenas uma resposta por coluna, garantindo, assim, que

ndo houvesse uma dupla selecdo de elementos na mesma coluna.

4.14 Analise Sensorial

Os testes sensoriais para avaliagdo das kombuchas produzidas foram realizados em

dois momentos separadamente, no primeiro momento foram levantados os termos descritores
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da bebida durante duas sessdes de grupo de foco, no segundo momento foram realizados os
testes de aceitagdo, intencdo de compra, o CATA (check-all-that-apply) e o RATA (rate-all-

that-apply) simultaneamente.

4.14.1 Grupo de Foco

Foram realizadas duas sessdes de grupo de foco a fim de fazer o levantamento dos
termos descritores que melhor caracterizam as kombuchas elaboradas (K1, K2 e K3). Os
encontros foram realizados no laboratério de analise sensorial do Instituto de Cultura e Arte
(ICA) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Ao todo, esse momento contou com a
participagcdo de 14 voluntérios, dentre eles, discentes da graduagdo ou da pds-graduagdo em
gastronomia da UFC, sendo o primeiro encontro realizado com 8 (oito) participantes € o
segundo com 6 (seis). As sessdes foram mediadas por dois pesquisadores envolvidos no projeto
no primeiro momento, foram apresentados os objetivos do trabalho e logo em seguida foi
solicitado aos participantes o consentimento para a gravacao da reunido, que durou cerca de 60
minutos cada sessdo. Os participantes descreveram suas impressdes sobre a aparéncia, 0 aroma

e o sabor de cada uma das amostras separadamente.

4.14.2 Aceitabilidade e inten¢do de consumo das kombuchas produzidas

O teste foi realizado no Laboratério de andlise sensorial do Instituto Federal do Rio
Grande do Norte, campus Currais Novos, onde participaram 100 provadores ndo treinados.
Destes, a maioria apresentava menos de 25 anos (68%) e nunca havia consumido kombucha
(85%), como mostra a Tabela 6, com o perfil dos participantes. Antes de comegar, eles foram
orientados a preencher o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e declarar a sua
anuéncia para a participa¢do na pesquisa.

Em seguida, cada provador recebeu trés amostras diferentes de kombucha, de cada
uma das formulagdes (K1, K2 e K3) em tacas de vidro, codificadas com ntimeros de trés digitos
aleatorios (Figura 4), contendo aproximadamente 30 mL de cada amostra do produto
refrigerado (MACFIE et al., 1989). Entre cada amostra, os provadores foram orientados a
comer um pedago de biscoito de dgua e sal e beber dgua para limpar e enxaguar o paladar.
Também foram dadas orientacdes sobre o preenchimento da ficha de avaliagdo e de cada

amostra deveria ser avaliada por vez, da esquerda para a direita (Apéndice A).
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Tabela 6 - Painel sensorial referente aos 100 provadores participantes do teste de aceitabilidade

Itens Frequéncia relativa (%)

18-25 anos 49

36-50 anos 20

< 65 anos 0

Nao 6

Nao 36

Nao &5

2 a 3 vezes/semana 0

Quinzenalmente 0

Semestralmente 9

2 a 3 vezes/semana 21

Quinzenalmente 20

Semestralmente 9

Fonte: Autora, 2023.
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Figura 4 - Cabine de prova preparada para a analise sensorial

Fonte: Autora, 2023.

O teste de aceitagao foi realizado utilizando uma escala heddnica estruturada mista
de 9 pontos, com as extremidades ancoradas nos termos “gostei muitissimo” = 9, e “desgostei
muitissimo” = 1, e “ndo gostei nem desgostei” = 5 no meio da escala. Foram avaliados os
atributos: aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global. A inten¢do de compra também
foi avaliada através de uma escala de 5 pontos (1 = certamente ndo compraria, 5 = certamente
compraria) (MEILGAARD et al., 2004).

O indice de aceitagdo (IA%) para cada atributo foi calculado conforme Teixeira et

al. (1987), de acordo com a Equagao 2:

Pontuacdao média do atributo x 100 .
1A% = ———— (Equacgao 2)
pontuacao maxima da escala

A rejeicao foi assumida se [A% < 70% (Teixeira et al., 1987).
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4.14.3 Check all that apply (CATA), rate all that apply (RATA)

Os mesmos provadores do item 4.14.2 também selecionaram os termos que melhor
caracterizaram cada amostra para a aplica¢do do teste CATA (MEYNERS e CASTURA, 2014)
e simultaneamente avaliaram a intensidade dos termos aplicaveis usando uma escala estruturada
de 5 pontos (l-pouquissimo, 3-médio e 5-muitissimo), para a aplicagdo do teste RATA
(MEYNERS, et al., 2016).

Os termos descritores para as bebidas foram identificados e listados previamente
através de sessdes de discussdes entre provadores ndo treinados, mediada pelos pesquisadores
envolvidos no projeto, conforme descrito no item 4.14.1. Vale salientar que os provadores que
participaram das discussdes para identificacdo dos termos descritores da amostra ndo
participaram do teste propriamente dito.

Para andlise dos resultados, a frequéncia de uso de cada atributo sensorial foi
determinada pela contagem do nimero de consumidores que usaram o termo para descrever
cada amostra. Foi aplicado o teste de Q de Cochran para identificacio dos atributos
significativos e o procedimento das comparagdes multiplas pareadas de McNemar (Bonferroni)
para avaliar se existia diferenga significativa entre os tratamentos em cada um dos atributos
listados no teste CATA.

As pontuagdes RATA foram calculadas somando as pontuagdes fornecidas pelos
provadores que selecionaram o termo como aplicével para descrever a amostra (ARES et al.,

2014).

4.15 Comité de ética

As andlises que envolveram a participagdo de seres humanos, tais como:
identificacdo do perfil do consumidor de kombucha e anélise sensorial, s6 foram iniciadas ap6s
aprovacio pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFC,
em cumprimento & Resolugdo n® 466/2012, do Conselho Nacional de Saude, sob o parecer n°

41822420.2.0000.5054.

4.16 Aproveitamento dos SCOBYS da kombucha para a producio de canudos

As peliculas de celulose resultantes da fermentagdo da kombucha formadas durante

a execucdo desse trabalho foram submetidas a um tratamento de purificacdo, conforme
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metodologia descrita por Silva (2018), adaptada, o qual consistiu, inicialmente em lavar as
peliculas em dgua corrente e fervé-las duas vezes em adgua a 100°C, por 30 minutos cada cocgdo
(primeiro branqueamento). Em seguida, foram realizadas mais duas lavagens sucessivas (lh
cada lavagem) com solugdo alcalina de NaOH 2% (m.v™!) na propor¢io de 300 g de SCOBY
para 2 L de solucdo (Figura 5, a) a 80°C para completa remog¢ao do remanescente de células da
fermentagdo (purificacdo). Em sequéncia, as membranas foram lavadas com agua até atingir
pH 7, trituradas em liquidificador (Figura 5, b) colocadas em bandejas de plastico de maneira
uniforme (Figura 5, ¢) e secas em uma estufa de circulagdo de ar (SOLAB SL-102/11521) a
50°C até a completa remocao de agua. Apos a secagem o material adquiriu o aspecto semelhante
a uma folha de papel (Figura 5, d), posteriormente foi cortado em tiras de aproximadamente
dois centimetros (Figura 5, e) e por fim, as tiras foram imersas em 4gua aquecida (60°C) e

agitadas em um oscilador de bancada por 30 minutos, para o segundo branqueamento (Figura

5, f).

e

Figura 5 - Etapas do processamento dos SCOBY'S para a producdo dos canudos
oo . g = ‘

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: (a) ultima purificagdo em solugdo alcalina de NaOH 2% (m.v™"), (b) peliculas trituradas, (c) peliculas
dispostas na bandeja plastica antes da secagem, (d) material apds a secagem, (e) corte das tiras, (f) segundo
branqueamento (tiras).
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4.16.1 Obtencao dos canudos

Apds as etapas descritas acima, as tiras obtidas foram moldadas na forma de
canudo, utilizando trés camadas, com o auxilio de uma pipeta 1mL e postas para secar sobre
uma bandeja de plastico em estufa de circulacdo de ar a 50°C, por 24 horas.

Com o objetivo de diminuir a solubilidade em 4gua, apos a secagem, os canudos
foram imersos em 6leo de soja, agitados constantemente por 3 horas, lavados em 4gua corrente
para remover o excesso de 6leo e secos sobre uma bandeja plastica a 50°C, por 24 horas, em
estufa de circulagdo de ar (ALMEIDA et al., 2017).

A espessura dos canudos e o didmetro interno foram medidos com o auxilio de um
paquimetro digital (Digimess, 100174BL).

Com o objetivo de verificar a possibilidade de utilizagdo dos canudos produzidos,
alguns testes foram realizados, tais como: teste de umidade, solubilidade, absor¢ao de umidade,

viabilidade e biodegradagao.

4.16.2 Umidade dos canudos

O teor de umidade dos canudos foi calculado de acordo com a metodologia proposta
por LUTZ (2008), onde, inicialmente, tomou-se a massa inicial dos canudos e sua massa final
apos a secagem em estufa a 105 °C até o peso constante. Para a obten¢ao da umidade utilizou-

se a Equagdo 3.

| mi —mf ~
Umidade (%) = ) ¥ 100 (Equagio 3)
Onde: mi ¢ a massa inicial e mf'¢ a massa final dos canudos ap6s secagem em estufa.

4.16.3 Teste de solubilidade dos canudos

Os testes de solubilidade foram realizados de acordo com a metodologia proposta
por Almeida et al. (2020) com modifica¢des, os canudos foram secos em estufa a 105 °C,
tiveram suas massas aferidas e foram imersos em dois recipientes diferentes, um contendo 50
mL de 4gua destilada e outro contendo 50 mL de &cido citrico a 1% (m/v), a fim de obter a

solubilidade em agua e em acido respectivamente. O sistema foi mantido sob agitacdo a 100
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rpm em mesa agitadora orbital, por 40 minutos. Apds essa etapa, as amostras foram removidas
da dgua e do acido e secas em estufa a 105 °C por 24 horas para a determina¢do da massa seca
final do material que ndo foi solubilizado. Os resultados foram expressos através da
porcentagem de material seco solubilizado e calculados de acordo com a Equagao 4.

mi-mf

SOL = ( — )x 100 (Equagdo 4)

Sendo: SOL a massa solubilizada em fun¢do da massa seca inicial em porcentagem,;

mi a massa inicial do material seco e mf'a massa final do material seco ndo solubilizado.

4.16.4 Teste de absorcao de umidade dos canudos

O teste de absorcdo de umidade foi realizado segundo metodologia proposta por
LUTZ (2008), modificada. A massa das amostras secas a 105 °C foi anotada e as peliculas
foram submetidas ao teste de solubilidade em agua. Tomou-se a massa das amostras imidas e

aplicou-se na Equagao 5.

Umidade absorvida (%) = 100 x y (Equagdo 5)
P

Onde: N ¢ a massa da umidade absorvida em gramas e P ¢ a massa da amostra seca

cm gramas.

4.16.5 Teste de viabilidade dos canudos

A viabilidade para a utilizagdo dos canudos foi avaliada conforme disposto em
Silva et al. (2021) com adaptacdes. Para isso, foram utilizados refrigerante de cola e suco de
caja, por essas bebidas serem usualmente consumidas com esses dispositivos e apresentaram
pH mais 4cido. O pH e temperatura do refrigerante estavam em torno de 2,40 + 0,01 e 22 °C,
respectivamente; ja para o suco de caja, os valores foram equivalentes a 2,70 + 0,01 e 14 °C,
respectivamente. Para realizagdo do teste, os canudos foram imersos nas bebidas e em 0, 5, 10
e 15 minutos, avaliou-se a integridade visual, a viabilidade a suc¢do e a possibilidade de

interferéncia no sabor dos produtos.
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4.16.6 Teste de biodegradacdo dos canudos

O teste de biodegradagdo foi realizado a partir de adaptagdes das metodologias
descritas por Marinho et al., 2018 e Prakash Marana et al., 2014. Os canudos foram cortados
em pedacos de 3 cm e secos em estufa de circulagdo de ar (105 °C/24h), para verificar a perda
de massa ao longo dos dias submersos em solo simulado. Para isso, utilizou-se 50 g de uma
mistura de areia grossa, adubo (1:1) e 10 mL de 4gua em recipientes plasticos de 150 mL
(medindo 6,5 cm de altura e 6,5 cm de didmetro), nos quais os canudos ficaram subterrados
durante 45 dias. Os recipientes foram mantidos sob temperatura ambiente (28 £+ 5 °C), umidade
relativa 69 = 5 %, e proximos a uma janela para maior contato com a luminosidade, a fim de

simular condi¢des naturais de decomposicao (Figura 6).

Figura 6 - Recipientes contendo os canudos submersos no solo simulado para o teste
de biodegradagao

Fonte: Autora, 2023.

O solo simulado apresentou pH 9,40 e era umedecido sempre que necessario. Nos
tempos 5, 15, 25, 35 e 45 dias foram retiradas trés amostras do solo, cuidadosamente lavadas

com agua destilada e secas em estufa de circulacdo de ar (105°C/24 h) para avaliacdo da perda
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de massa. A média da perda de massa de cada um dos tempos foi calculada conforme Equacao

6.

(Peso seco inicial) —(Peso seco final)

Perda de massa (%) = 100

(Equacao 6)

Peso seco inicial

4.17 Tratamento Estatistico

Os resultados das analises fisico-quimicas, dos compostos bioativos e das andlises
microbioldgicas foram apresentados como médias + desvio padrdo dos experimentos
independentes feitos em triplicata (n=3). Os dados experimentais obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

As médias dos valores hedonicos obtidos na analise sensorial também foram
avaliadas pela ANOVA e em seguida pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o CATA, foi aplicado o Teste Q de Cochran com o objetivo de identificar
diferencas significativas em cada atributo e o teste das Comparagdes multiplas pareadas
McNemar (Bonferroni) para avaliar diferencas significativas entre os tratamentos. A andlise de
componentes principais (ACP) também foi utilizada a fim de observar como os tratamentos se
distribuiram conforme os descritores selecionados.

As pontuagdes RATA foram calculadas somando as pontuagdes fornecidas pelos
consumidores que selecionaram o termo como aplicadvel para descrever os tratamentos. As
médias de intensidade foram avaliadas através da ANOVA e as diferencas significativas entre
os tratamentos através do teste das Comparacdes multiplas pareadas McNemar (Bonferroni).

A andlises estatisticas foram obtidas através do software XLSTAT versao

2021.1.11090.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Analises fisico-quimicas

Andlises fisico-quimicas sdo parametros importantes tanto para avaliagdo da
qualidade das matérias primas, como para o acompanhamento do processo fermentativo da
kombucha e caracteriza¢dao do produto final. Dessa forma, o pH, o teor de s6lidos soluveis e a
porcentagem de acidez total foram determinados nas matérias primas (suco de acerola e
infusdes) e nas kombuchas ap6s a primeira fermentacao e ap6s a segunda fermentagao, quando

ocorreu a adigdo do suco de acerola - saborizagao (Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios dos parametros fisico-quimicos do suco de acerola, das infusdes, das

kombuchas apos primeira e apds segunda fermentacao

Amostra H Teor de solidos Acidez total
P soltiveis (°Brix) titulavel
Suco 3,41+0,00 11,13£0.21 0,33+0,01%
Ché verde 5,90¢+£0,03 12,109+0,17 0,04%+0,00%*
Infusdes Erva cidreira 5,99¢+0,08 11,07°+0,12 0,033+0,01 **
Erva doce 6,079+0,03 11,23%£0,15 0,03%£0,01 **
Tl 3,03%+0,03 9,63%+0,21 0,635¢£0,01 **
A Al L T2 2,90+0,02 10,13%-£0,06 0,58P¢+0,07**
fermentacao
T3 3,020+0,04 9,60%+0,26 0,77%+0,05%*
. K1 3,06°+0,00 9,57%4+0,47 0,54°+0,01%*
Apos segunda
fermentacio K2 2,992+0,02 10,132°+0,06 0,63%+0,03**
(saborizagio) K3 3,05°+0,01 10,23%40,06 0,64°£0,01 **

Fonte: Autora, 2023

Legenda: T1 — kombucha cha verde, T2 — kombucha erva cidreira, T3 — kombucha erva doce, K1 — kombucha
cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva doce saborizada. *Médias
seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de acordo com analise de varidncia

e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05). * % 4cido citrico. ** % 4cido acético.

Com relagdo ao suco de acerola, os parametros de pH e acidez tituldvel obtidos
foram semelhantes aos valores encontrados na literatura. Para Dala-Paula et al. (2019) os
extratos de polpa de acerola apresentaram pH entre 3,47 e 3,48, semelhante ao encontrado

também por Caetano et al. (2012), onde os valores de pH da polpa e do suco foram: 3,44 e 3,47
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respectivamente. A acidez titulavel do suco foi expressa em acido citrico e coincidiu com os
valores obtidos por Dala-Paula et al. (2019) que variaram entre 0,32 e 0,34 g de 4cido
citrico/100 mL de polpa de acerola. Ja quanto ao teor de solidos totais, vale salientar que o suco
em questdo foi previamente adocado com 10 % (m/v) de actcar para posterior utilizagdo na
segunda fermentagdo das kombuchas. Diante disso, Lima et a/ (2015) relataram teor de s6lidos
soluveis inferiores para diferentes genotipos de acerola (em média 8 °Brix). Vale salientar que
os Padroes de Identidade e Qualidade (PIQ) estabelecidos para suco de acerola pela legislagao
brasileira indicam que o suco deve apresentar no minimo: 5,5 °Brix; pH 2,8 e acidez 0,8 g de
acido citrico /100 g de suco (BRASIL, 2018), dessa forma, o suco avaliado apresentou teor de
acidez abaixo do especificado, podendo indicar que houve adi¢do de dgua na polpa utilizada
para a obten¢do do suco.

No que diz respeito a caracterizagdo fisico-quimica das infusdes, ¢ possivel
perceber que elas apresentaram caracteristicas semelhantes (Tabela 7). Quanto ao pH, os
valores variaram entre 5,90 (Cha verde) e 6,07 (Erva doce), sendo que o pH da erva cidreira
ndo diferiu significativamente (p>0,05) do pH do ché verde e da erva doce, no entanto, esses
ultimos diferenciaram-se entre si. O teor de sélidos soluveis variou entre 11,07 °Brix (Erva
cidreira) e 12,10 °Brix (Cha verde) e, para a erva cidreira e erva doce, esses valores nao
diferiram (p>0,05). Vale salientar que as infusdes também foram previamente adogadas com
10 % (m/m) de agticar antes das andlises e que os valores de acidez total tituldvel ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05) entre as infusdes. Dessa forma, quanto a esses parametros, as
amostras de kombucha partiram de condi¢des semelhantes.

Com relagdo ao pH, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as kombuchas
obtidas a partir das mesmas infusdes apds a primeira fermentacao e apos a segunda fermentagao.
Esse comportamento pode ter ocorrido por conta da adi¢ao do suco, que contribuiu para um
sutil aumento do pH das kombuchas, seguido de diminui¢do durante a segunda fermentagao, o
que fez com que ndo fosse observado diferenca entre os valores. J4 que se espera que o pH
decres¢a com o decorrer da fermentagdo devido a formacdo de 4cidos organicos durante o
processo (SHARIFUDIN et al., 2021), uma segunda fermentagao teria um efeito semelhante.

Moura (2019) também observou uma estabilidade no pH entre kombucha elaborada
a partir de chad mate e apos a sua saborizagdo e segunda fermentagdo com suco de maca,
gengibre e limao, em que o pH ficou em torno de 3,13 para ambas as bebidas.

Ap0s a primeira fermentacdo, os resultados de pH variaram entre 2,90 (kombucha

de erva cidreira) e 3,03 (kombucha de cha verde), sendo que os tratamentos T1 - T3 e T2 - T3
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ndo diferiram entre si (p>0,05). Para as kombuchas saborizadas, foi observado variagdo entre
2,99 (kombucha de erva cidreira) ¢ 3,06 (kombucha de cha verde) ¢, da mesma forma, os
tratamentos K1 - K3 e K2 - K3 nao diferiram entre si (p>0,05).

Veliyansk et al. (2013) observaram que o valor de pH da infusdo de erva cidreira
adocada foi de 7,00 para 2,85 apos cinco dias de fermentagdo a 28 °C com a cultura da
kombucha. Enquanto para Kaewkod et al. (2019), o pH da kombucha a base de cha verde, apos
15 dias de fermentacdo sob temperatura ambiente, foi em torno de 2,94.

Ainda em relagdo ao pH, todas as amostras de kombucha avaliadas (apds a primeira
e apo6s a segunda fermentagdo) estavam dentro do que preconiza a legislacdo para esse
parametro, uma vez que o pH estabelecido deve variar entre 2,5 e 4,2. Além disso, alguns
autores afirmam que o controle do pH pode ser utilizado como pardmetro para o monitoramento
da fermentacdo da kombucha e pode definir o final do processo, sendo 2,5 o valor de pH que
delimita esse final (MALBAgA etal.,2008; JAYABALAN et al.,2014; ULUSOY & TAMER,
2019).

Nao houve diferenca (p<0,05) entre os valores de s6lidos soluveis totais entre os
diferentes tratamentos apds a primeira fermentacdo. Na Tabela 7 € possivel perceber que os
teores variaram de 9,60 (T3) a 10,13 °Brix (T2).

Para Kaewkod et al. (2019), o teor de solidos soluveis final, em todas as trés
formulagdes de kombuchas estudadas (ché verde, oolong e preto), ficou em torno de 6 °Brix
apos 15 dias de fermentacdo. Valor inferior aos obtidos nesse estudo, que pode ser explicado
devido ao maior tempo de fermentagdo empregado e por conta da diferenga de composi¢ao dos
microrganismos presentes no SCOBY.

Assim como para o pH, ndo houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos da
primeira e da segunda fermentagdo elaborados com os mesmos tipos de infusdo. O que também
tem relacdo com a adi¢@o do suco de acerola adogado, que contribuiu para o incremento no teor
de solidos soluveis nas kombuchas.

Moura (2019) observou aumento no teor de solidos soluveis apds a segunda
fermentagdo, em que a kombucha a base de erva mate possuia em torno de 5 °Brix e a kombucha
de erva mate saborizada, 7,29 °Brix. E também justificou esse comportamento devido ao
acréscimo de suco e aglicar na bebida. Revelando que a segunda fermentag@o ndo contribui para
o consumo dos agticares presentes no meio. Diferente do que foi obtido nesse estudo, ja que
mesmo com a adi¢do do suco que ja apresentava 11,13 °Brix, ao soma-se ao teor de solidos

soluveis presentes nas kombuchas ap6s a primeira fermentagao € possivel perceber uma redugao
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dessa concentracao de agucares, mostrando que os microrganismos ainda estavam ativos e aptos
para uma nova fermentago. Ja que a sacarose e os outros tipos de agucares presentes no meio
sdo consumidos pelas bactérias e leveduras da kombucha, resultando na diminuicdo do teor de
solidos soluveis ao longo da fermentagdo (CHAKRAVORTY et al., 2019).

O teor de acidez total titulavel (expresso em acido acético) para ambos os
tratamentos variou de 0,54 a 0,77 %, sendo as kombuchas elaboradas a partir da infusdo de erva
doce, as que apresentaram os maiores valores, tanto apds a primeira quanto apds a segunda
fermentacdo, enquanto o tratamento K1 foi o que apresentou o menor valor de acidez. Os
tratamentos com erva doce também foram os Unicos que apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre as kombuchas apds a primeira e apds a segunda fermentac¢ao, onde o teor de
acidez reduziu de 0,77 para 0,64 %.

J& para Moura (2019), a acidez total titulavel aumentou apos a saborizagido da
kombucha a base de erva mate, passando de 3,39 % (kombucha de erva mate ap6s a primeira
fermentagdo) para 7,29 % (kombucha saborizada apos a segunda fermentacao).

Percebe-se que em todos os tratamentos, a acidez aumentou de forma expressiva,
quando comparada aos valores de acidez do suco de acerola e das infusdes. Ressaltando a
atuagdo dos microrganismos do SCOBY da kombucha, que durante a fermentacdo produzem
acidos organicos e contribuem para o aumento da acidez na bebida (JAKUBCZYK et al., 2020).

No entanto, a quantidade de acidos organicos produzidos na bebida deve ser
controlada, uma vez que podem danificar a mucosa gastrica e acarretar danos a saide humana
(CHANDRAKALA et al., 2019).

Para Veliyansk et al. (2013), o teor de acidez ideal de consumo deve estar em torno
de 0,4 %, e dentre as infusdes de ervas testadas pelos autores na elaboragdo de kombucha (erva
cidreira, tomilho, horteld pimenta e salvia), a maior producdo de 4cidos ocorreu no caldo de
fermentagdo com infusdo de erva-cidreira, onde os 0,4 % de acidez foi obtido em menos de trés
dias de fermentacao a 28 °C.

Cardoso et al. (2020) também observaram valores de acidez inferiores aos obtidos
neste estudo para kombuchas a base de cha preto e cha verde, consistindo em 0,32 ¢ 0,36 %
(4cido acético), respectivamente. Enquanto para Kaewkod et al. (2019), a acidez total da
kombucha preparada a partir de ché preto foi significativamente maior (1,68 %) do que a da
kombucha preparada a partir de oolong (1,22 %) e do cha verde (1,17%).

Segundo o Coédigo de Pratica da Kombucha (KOMBUCHA BREWERS
INTERNATIONAL, 2021), a concentragdo final da acidez deve estar entre 2,7 € 20,3 g de 4cido
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acético /L. Porém, a Instru¢do Normativa n°41, que estabelece o Padrao de Identidade e
Qualidade das kombuchas no Brasil, ndo menciona a acidez total titulavel como um parametro
de qualidade para a bebida, mas, define limites para acidez volatil, estabelecendo valores entre
30 e 130 mEq/L (BRASIL, 2019a).

De maneira geral, o consumo de s6lidos soltiveis foi considerado sutil em todos os
tratamentos, uma vez que se observou uma pequena reducdo de valores quando comparados
aos teores de solidos iniciais presentes nas matérias primas. Mesmo assim, ¢ possivel constatar
a a¢do dos microrganismos do indculo, uma vez que a acidez total das kombuchas foi bastante
pronunciada quando comparada a porcentagem de acidez contida nas infusdes e no suco de
acerola, coincidindo com a redu¢dao do pH nos tratamentos, podendo indicar que as infusdes
estdo fornecendo outros tipos de compostos, diferente dos agucares, como fonte de carbono

para a producdo de acidos organicos.

5.1.2 Acidez volatil

Como citado anteriormente, a acidez mencionada pela legislacdo como pardmetro

de qualidade de produgdo das kombuchas ¢ a acidez volatil (Tabela 8).

Tabela 8 - Acidez volatil das amostras de kombucha ap6s primeira e ap6s segunda fermentacao

Amostra Acidez volatil (mEq/L)
T1 123,10°+3,90
ApOs primeira fermentacgio T2 85,70+0,99
T3 144,14+£1,50
K1 51,55+1,50
Apos segundzf ferfnentag:ao K2 40,06%41,14
(saborizacao)
K3 78,15°42,48

Fonte: Autora, 2023

Legenda: T1 — kombucha cha verde, T2 — kombucha erva cidreira, T3 — kombucha erva doce, K1 — kombucha
cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva doce saborizada. *Médias
seguidas de letras diferentes indicam diferenca significativa de acordo com analise de variancia e teste de Tukey
a 5% de significancia (p < 0,05).

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 41, que estabelece o Padrao de Identidade
¢ Qualidade das kombuchas no Brasil, os valores de acidez volatil devem estar entre 30 ¢ 130

mEq/L (BRASIL, 2019a).
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Por tanto, segundo a Tabela 8, todos os tratamentos estavam de acordo com o que
estabelece a legislagdo para esse critério, com excecdo do T3. Vale salientar que houve
diferenga significativa (p<0,05) entre as kombuchas obtidas a partir das diferentes infusdes e
entre os tratamentos apds a primeira e apds a segunda fermentagdo. Também se observou que
os valores de acidez volatil reduziram apds a segunda fermentacdo. Apds a primeira
fermentagdo, a acidez volatil variou entre 85,70 mEq/L (T2) e 144,14 mEq/L (T3) e apds a
segunda variou entre 40,06 mEq/L (K2) e 78,15 mEq/L (K3). Dessa forma, a adi¢do do suco de
acerola contribuiu para a redug¢do da acidez volatil em todos os tratamentos, ja que a adgua
presente no suco provocou a redugdo da concentragdo dos acidos. Sendo as kombuchas a base
de erva doce as que apresentaram os maiores valores de acidez volatil.

Venturim (2022) avaliou a influéncia de diferentes indculos de kombucha
brasileiros no processo fermentativo e na qualidade fisico-quimica de diferentes formulagdes
de kombucha e obteve valores de acidez volatil que variaram entre 0,89 e 32,2 mEq/L no
decorrer dos 10 dias de fermentagdo. Valores inferiores aos obtidos por Pereira et al. (2021)
para kombucha a base de ché verde, que apds 10 dias de fermentagdo sob temperatura ambiente
relatou um teor de acidez volatil de 47,10 mEq/L.

O teor de acidez volatil corresponde a quantidade de acido acético presente na
kombucha. E de acordo com Wang et al. (2023), este ¢ considerado o acido organico mais
relevante na bebida. No entanto, apesar da legislag@o brasileira estabelecer esse parametro como
critério de qualidade para as kombuchas, o que se observa ¢ que a maiorias dos trabalhos faz
uso da acidez total titulavel, tanto para o monitoramento como para encerramento do processo
de fermentacdo, bem como para avaliacdo da qualidade, talvez pela facilidade e praticidade

desta analise.

5.2 Compostos fenolicos e antioxidantes

Foram determinados os teores de antioxidantes e compostos fenolicos do suco de
acerola, dos chés e das kombuchas apds a primeira e apds a segunda fermentagao (Tabela 9).

Vale destacar a quantidade significativa de antioxidantes e de polifenois contidos
no suco de acerola, mostrando que, mesmo apods o processamento, que envolveu etapas de
clarificagdo e pasteurizagdo, esses compostos ainda estavam presentes em altas concentragdes,

caracterizando o suco de acerola como uma importante fonte de compostos bioativos.
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Os compostos fendlicos constituem uma importante classe dos fitoquimicos e sdo
amplamente encontrados em frutas. Os principais compostos fenolicos encontrados na acerola
sdo: rutina, quercetina, acido cafeico, kaempferol e isoramnetina (MAGALHAES et al., 2021).

Nao houve diferenga significativa entre os teores de antioxidantes e de polifenois
nas infusdes de erva cidreira e de erva doce (p<0,05). Dentre as infusdes, o cha verde foi o que
apresentou o maior teor de antioxidantes (7796,00 uM Trolox/L) e de compostos fendlicos

(54,77 mg GAE/100mL).

Tabela 9 - Teor de antioxidantes e fendlicos do suco de acerola, das infusGes, das kombuchas
apos primeira e apds segunda fermentacao

Amostra Antioxidantes (uM Fenolicos (mg
Trolox/L) GAE/100mL)
Suco 34921,74+582,57 629,88+33,79
Cha verde 7796,00°+269,01 54,77+1,04
Infusdes Erva cidreira 383,412+62,70 5,78%+0,15
Erva doce 237,92°+32.15 7,223+0,41
Tl 7450,83°+217.,47 9,63°+2.59
Apos primeira T2 1281,750+14,38 26,75%+2,79
fermentacao
T3 751,6020+43 .42 28,9120+0,83
. K1 14773,81°+348,24 326,44°+2.25
Apos segunda
fermentacao K2 10622,469+94,19 286,069+15,62
(saborizagdo) K3 10835,56+100,97 315,20%4,07

Fonte: Autora, 2023

Legenda: T1 — kombucha cha verde, T2 — kombucha erva cidreira, T3 — kombucha erva doce, K1 — kombucha
cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva doce saborizada. *Médias
seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de acordo com analise de varidncia
e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Os beneficios relacionados ao consumo de ché verde sdo atribuidos a presenca de
antioxidantes, como os polifendis que incluem varios compostos: flavondis, flavandidis e
acidos fendlicos, constituindo até 30% da massa seca. Esses compostos presentes no cha
estimulam processos imunoldgicos e de desintoxicacdo do organismo e as pesquisas associam
a ingestdo da bebida com a reducdo do risco de doengas do aparelho circulatorio e cancros
(JAKUBCZYK et al., 2020).

O tratamento T1 apresentou a maior concentragdo de antioxidantes (7450,83 uM
Trolox/L), ja para os tratamentos T2 e T3 essas concentragdes ndo diferiram significativamente

(p<0,05). Também nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre os teores de antioxidantes
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do ché verde e da sua respectiva kombucha ap6s a primeira fermentacdo, mesmo havendo uma
pequena reducdo apds a primeira fermentagdo. Enquanto nos tratamentos T2 e T3, os teores de
antioxidantes aumentaram consideravelmente quando comparados aos valores presentes nos
seus respectivos chés. No entanto, pela analise de variancia (p<0,05), o teor de antioxidantes
presente na infusdo de erva doce (237,92 uM Trolox/L) ndo diferiu da sua kombucha apos a
primeira fermentagdo (751,60 uM Trolox/L).

Cardoso et al. (2020) observaram capacidade antioxidante na kombucha a base de
ché verde (8220 uM Trolox/L) semelhante ao valor obtido neste estudo, os autores também
relataram que o chd verde e sua kombucha apresentaram semelhanga no perfil antioxidante.
Comportamento semelhante ao observado por Zou et al. (2021) ao avaliarem o perfil
antioxidante de kombucha a base de cha Zijuan, infusdo obtida a partir da folha da Camellia
sinensis tradicional da China, que obtiveram atividade antioxidante inicial de 12000 uM
Trolox/mL, mantendo-se inalterada apds 14 dias de fermentagdo. J4 Veli¢anski et al. (2014)
relataram que a atividade antioxidante durante sete dias de fermentacao de kombucha a base de
erva cidreira foi significativamente (p<0,05) superior a do seu respectivo cha.

Apbs a segunda fermentagdo, o teor de antioxidantes foi consideravelmente
superior, quando comparado aos das infusdes e das suas respectivas kombuchas apds a primeira
fermentagdo, em todos os tratamentos. Os valores variaram entre 10622,46 uM Trolox/mL (K2)
e 14773,81 uM Trolox/mL (K1), sendo que nos tratamentos K2 e K3 os valores ndo diferiram
significativamente (p<0,05). Esse comportamento revela que a adicdo do suco de acerola
contribuiu de forma positiva para o aumento da capacidade antioxidante nas bebidas.

A atividade antioxidante da kombucha est4 diretamente relacionada aos compostos
fendlicos presentes na bebida (SHI et al., 2023). Esses compostos podem ser provenientes tanto
do substrato, como também da atividade metabolica dos microrganismos envolvidos na
fermentagdo da bebida. Dessa forma, é esperado que a concentracdo de compostos bioativos
aumente no final da fermentacdo. No entanto, também pode haver degradacdo e utilizacdo de
alguns polifendis pelos microrganismos durante o processo de fermentacao, resultando em uma
diminui¢do da concentragdo final desses compostos bioativos na kombucha (LEONARSKI, et
al, 2022).

As concentragdes de compostos fendlicos presente nas infusdes e nas kombuchas
depois da primeira e depois da segunda fermentag¢ao se comportaram de maneira semelhante ao
teor de antioxidantes, comprovando que sao parametros associados, uma vez que o aumento da

concentragdo de compostos fendlicos contribui para o aumento da capacidade antioxidante.
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O cha verde apresentou o maior teor de polifendis (54,77 mg GAE/100mL) dentre
as infusdes e apos a fermentacdo (T1) esse valor reduziu para 9,63 mg GAE/100mL. Porém, de
acordo com a andlise de variancia, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os valores.

Virios autores observaram esse mesmo comportamento de reducdo de compostos
fenolicos ao longo da fermentacdo de kombuchas a base de ché verde. Foram encontradas
reducdes: de 56 para 25mg GAE/100 mL (SHAHBAZI et al. 2018); de 16,04 para 11,68 mg
GAE/100mL (KAYISOGLU & COSKUN, 2021); de 1300 mg para 925 mg GAE/100mL
(ULUSOY & TAMER, 2019), dessa forma, as condi¢des de fermentacdo podem contribuir para
a degradacao destes compostos.

Como ja mencionada, essa reducdo no teor de fenolicos pode estar associada a agdo
dos microrganismos presentes no SCOBY que liberam enzimas no meio causando a degradagao
de alguns polifenois durante a fermentacao ou a utilizagdo desses compostos pelo consorcio de
bactérias e leveduras (AMARASINGHE et al., 2018).

As infusdes de cidreira e erva doce ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) para a concentragdo de polifenois. Esses valores aumentaram nas suas respectivas
kombuchas ap6s a fermentacdo, no entanto esse aumento ndo foi significativo (p<0,05). O
mesmo comportamento foi observado por Veli¢anski et al. (2014), em que o teor de fendlicos
na infusdo de erva cidreira foi de 66,10 mg GAE/100mL para 85,03 mg GAE/100mL apos 7
dias de fermentacao a 28°C.

Ainda de acordo com Veli¢anski et al. (2014), o principal composto fenolico da
kombucha de erva cidreira ¢ o dcido rosmarinico, ja a catequina e o acido galico sdo os
principais compostos fendlicos da kombucha de cha verde.

O teor de fendlicos aumentou significativamente nos tratamentos apds a segunda
fermentagdo, mostrando que a adi¢do do suco de acerola também influenciou de maneira
positiva nesse parametro. Os maiores aumentos foram observados nos tratamentos K1 (326,44
mg GAE/100mL) e K2 (315,20 mg GAE/100mL).

Bortolomedi et al. (2022) defendem que varios fatores impactam no teor de
compostos bioativos final da kombucha, tais como: o tipo de substrato, o tipo e a concentragao
de agucar, o tempo e a temperatura de fermentacdo e o tipo de fermentador utilizado no
processo.

As propriedades benéficas atribuidas a kombucha estdo relacionadas a presenca
desses compostos bioativos em sua composicao, principalmente aos compostos fendlicos, que

sdo conhecidos pela sua ac¢do antioxidante. Esses compostos sdo capazes de sequestrar radicais
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livres relacionados a varias doengas degenerativas, tais como doengas cardiovasculares e alguns

tipos de cancer (CHAKRAVORTY et al., 2016; AYED, et al., 2017).

5.3 Analise de Cor

A coloragdo das kombuchas ¢ apresentada na Figura 8. Foi possivel verificar
mudangas nos parametros de coloragdo entre os tratamentos apds a primeira e apds a segunda
fermentagdo, ja que, partiu-se de infusdes com coloragdes diferentes e foi adicionado suco de
acerola para a segunda fermentacdo. De forma que, as observagdes visuais (Figura 7) foram

confirmadas pelos resultados cromaticos (Tabela 10).

Figura 7 - Kombuchas apos a fermentagdo com as infusdes
(a) e kombuchas apds a saborizagdo com suco de acerola (b)

Fonte: Autora, 2023.

Com base na analise de variancia, os efeitos do tipo de ché utilizado e da adigdo de
suco de acerola para a segunda fermentacao foram significativos (p<0,05) para os parametros
L*, a* e b* (Tabela 10). Os valores de L* apds a primeira fermentagdo variaram entre 94,70
(T1) e 98,21 (T3). A adi¢do de suco de acerola na segunda fermentacdo contribuiu para a

reducdo dos valores de luminosidade em todos os tratamentos. Sendo o tratamento K3 o que
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apresentou maior reducdo no valor de L*. Isso mostra que ndo apenas a adicdo do suco
contribuiu para esse comportamento, mas os produtos formados durante a segunda fermentagao

no cha de erva doce também contribuiram para uma redu¢ao da luminosidade.

Tabela 10 - Parametros de cor do suco de acerola e das kombuchas apds primeira e apds segunda
fermentagao

Amostra L* a¥ b*
Suco 74,08+0,54 17,15+0,27 46,96+0,57
T1 94,70%+0,02 0,05+0,02 17,53°40,05
Afp"s primeira T2 95,87¢£0,01 0,37¢+£0,02 12,86+£0,02

ermentacao

T3 98,21%£0,04 -0,87%£0,02 9,63%+£0,21

b. f. e
Apés segunda K1 85,75P+0,10 13,35£0,05 28.81°+0,02
fermentacio K2 91,41°+0,19 8,379+0,00 19,904+0,01
(saborizagdo) K3 85.26%+0,22 12.95¢£0,06 30,86+0,10

Fonte: Autora, 2023

Legenda: T1 — kombucha cha verde, T2 — kombucha erva cidreira, T3 — kombucha erva doce, K1 — kombucha
cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva doce saborizada. *Médias
seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa de acordo com analise de varidncia
e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Kayisoglu e Coskun (2021) perceberam uma reducdo de luminosidade em
kombuchas a base de cha verde apos 14 dias de fermentacdo, em que o valor de L* reduziu de
80,57 para 80,22. Ja para Zou et al. (2021) ndo foram observadas alteragdes visiveis de cor
antes e depois de 14 dias de fermentagdo do ché verde e os valores de L* foram semelhantes a
amostra T1.

Ulusoy e Tamer (2019) também observaram redugdo na luminosidade da kombucha
de ché verde (91,11) apds a adi¢do dos sucos de louro-cereja (66,48), framboesa vermelha
(62,30), abrunho (71,76) e cenoura preta (33,22).

Ap0s a primeira fermentagdo, todas as amostras apresentaram valores muito baixos
de a*, sendo a amostra T3 a tinica que obteve valor negativo (-0,87), sugerindo proximidade
com a coloracdo verde. No entanto, o valor de a* aumentou em todos os tratamentos apos a
segunda fermentagdo, indicando que as amostras incorporaram a colora¢do vermelha do suco
de acerola e alcangaram valores de a* préximos ao do suco (17,15). J& o tratamento a base de
ché verde (T1) foi o que atingiu o maior valor de a* (13,35) ap6s a segunda fermentacao.

Os valores de b* variaram entre 9,63 (T3) e 17,53 (T1) ap6s a primeira fermentagao.

Apos a segunda fermentacao, esses valores aumentaram em todos os tratamentos, indicando a
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proximidade com a coloragdo amarela. Sendo a amostra a base de erva doce (T3) a que
apresentou um aumento mais significativo em relacdo ao valor de b*.

Zou et al. (2021) obtiveram valores negativos de a*, proximo a -0,25, e valores de
b* em torno de 17,5, durante 14 dias de fermenta¢do de kombucha a base de cha verde. Ja
Ulusoy e Tamer (2019) apresentaram valor inicial de a* 1,65 e apos dois dias de fermentagao
0,37, enquanto o valor de b* variou de 40,40 para 17,03, resultados semelhantes aos obtidos
neste estudo para o ché verde apos a primeira fermentagao.

Dessa forma, a apds a adi¢do do suco de acerola para a segunda fermentacdo, as
kombuchas apresentaram-se mais claras, com o menor valor de luminosidade, tanto por conta
da incorporacdo do suco como por conta da formagdo de produtos da fermentacdo, afetando
também os parametros de coloracdo a* e b*.

Em geral, a cor das bebidas costuma ser a primeira propriedade sensorial percebida
pelos consumidores (Zou et al., 2021). No caso da kombucha, a coloracdo ¢ proveniente da
acao de polifendis contidos nos chas que podem sofrer alteragdes, em decorréncia das mudancas
de pH durante a fermentag@o, ou serem consumidos por microrganismos presentes na bebida,
resultando na diminui¢do dos parametros de cor (BISHOP et al., 2022; ULUSOY; TAMER,
2019).

5.4 Perfil do processo de fermentacao das kombuchas

As trés formulagdes de kombucha elaboradas a partir da fermentagdo do ché verde
(T1); da erva cidreira (T2) e da erva doce (T3) foram monitoradas durante 10 dias. Durante esse
tempo, diariamente avaliaram-se os parametros pH, sélidos soluveis totais (°Brix) e acidez total
titulavel. Além disso, diariamente, amostras das formulagdes eram coletadas em microtubos do
tipo Eppendorf e congeladas para posterior realizagdo das andlises em HPLC. Ao final da
fermentagao, calculou-se o rendimento do SCOBY obtido ap6s o processo (Figura 8).

A Tabela 11 apresenta o rendimento dos SCOBY’s formados apds a fermentagao.
A partir do segundo dia de fermentacao, foi possivel observar a formac¢ao de uma fina pelicula
no topo dos recipientes, que foi identificada como a celulose produzida pelas bactérias do acido

acético.

Tabela 11 - Rendimento do SCOBY das kombuchas produzidas apos a fermentacao
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Amostras Rendimento (%)
T1 121,29¢+ 0,40
T2 35,69+ 0,70
T3 72,33% + 0,80

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: T1 — kombucha cha verde, T2 — kombucha erva cidreira, T3 — kombucha erva doce *Médias seguidas
de letras diferentes indicam diferenga significativa de acordo com andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de
significancia (p < 0,05).

Figura 8 - Aspecto visual das diferentes formulagdes de kombucha ao longo do tempo de
fermentagao

Fonte: Autora, 2023.
Legenda: Da esquerda para a direita, as imagens representam as amostras T1, T2 e T3, respectivamente

Essa pelicula, ¢ resultante da acdo da Acetobacter xylinum, bactéria acética que
sintetiza a celulose no cha. A celulose obtida pela acdo bacteriana ¢ um polissacarideo

extracelular constituido por moléculas de glicose ligadas por ligacdes f-1,4-glicosidicas, e sua



80

producdo depende da disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio, etanol, dcidos organicos
e condigdes de cultivo (AUNG & EUN, 2021).

O tratamento T1 foi o que mais se destacou em relag@o ao rendimento em celulose,
possivelmente porque os microrganismos, se desenvolvem melhor no cha verde, meio ou por
conta de uma maior concentracdo inicial de sacarose no cha. Aqui cabe ressaltar que mesmo
partindo da mesma concentragdo de agucar (10 % m/v) para o preparo de todas as infusoes, o
ché verde apresentou a maior concentragdo inicial de agucar, que pode ter sido ocasionado por
problemas de calibracdo da balanga utilizada.

Apesar do tratamento T2 apresentar o menor rendimento em relagdo aos outros,
todos os valores de rendimento apresentados neste estudo foram superiores ao de Wang et al.
(2023), que obtiveram um valor proximo a 28 % ao fermentar cha preto.

A formag¢ao de um novo SCOBY na superficie do recipiente indica que o processo
de fermentacdo foi bem-sucedido (AUNG & EUN, 2021), dessa forma, todas as ervas
possibilitaram a formacao desse material, indicando que os substratos utilizados sdo capazes de
fornecer glicose suficiente para a sintese de celulose, sendo o cha verde e a erva doce os que
possibilitam os maiores rendimentos.

A celulose bacteriana tem sido amplamente utilizada como um nano material
ecologicamente amigéavel e viavel nas industrias cosmética e alimenticia devido a sua alta
resisténcia mecanica, alta elasticidade, alta capacidade de retencdo de agua e estabilidade
quimica e capacidade de biodegradacdo. Portanto, ¢ importante determinar e otimizar o
rendimento da pelicula celuldsica formada a partir da fermenta¢ao da kombucha (WANG et al.,

2023).

5.4.1 Acompanhamento do pH

A Figura 9 apresenta o acompanhamento do pH ao longo dos 10 dias de
fermentagdo para cada uma das infusdes estudadas. A partir da analise dos dados € possivel
perceber que todos os chds iniciaram o processo fermentativo com uma faixa de pH semelhante,
entre 3,4 e 3,6. Ao longo dos dias esse parametro foi decrescendo até atingir uma certa
estabilidade, nos dias nove e dez, apresentando pH final entre 2,9 e 3,0. Assim como observado
por Wang et al. (2023), que avaliaram o comportamento da kombucha a base de cha preto e
também observaram um decréscimo mais acentuado do pH nos trés primeiros dias de

fermentagao.



81

Veli¢anski et al. (2014) observaram decréscimo do pH de kombucha de cha preto e
de erva cidreira durante 7 dias de fermentacgdo a 28 °C, com pH inicial de 7,05 e 6,94 e final de
4,70 e 4,60 para o cha preto e erva cidreira respectivamente, valores superiores aos reportados
neste estudo. Ja para Wang et al. (2023), o pH do cha preto diminuiu de 3,94 + 0,04 para 3,16
+ 0,01, durante a fermentagdo por 14 dias a 22 °C.

Tomar (2023) ao avaliar algumas propriedades de qualidade de kombuchas
produzidas com diferentes frutas vermelhas, observou redu¢do de pH de 3,30 para 2,75 em
kombucha de cha preto; 3,49 para 2,53 em kombucha de uvas pretas; 3,95 para 2,76 em
kombucha de amora preta e 3,33 para 2,58 em kombucha a base de rosa mosqueta. Todas foram

fermentadas a 24 °C durante 21 dias.

Figura 9 - Acompanhamento do pH ao longo da fermentacao
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Fonte: Autora, 2023.

Suffys et al. (2023), assim como na presente pesquisa, também utilizaram uma
temperatura de 30 °C como base para a fermentagdo e produziram kombucha a partir de uma
mistura de infusdo de cha preto e cha verde (1:1) adocada com agticar de beterraba branca, em
que relataram pH inicial de 4,0 e pH final de 3,0, apds 14 dias de fermentagdo. Os mesmos
autores também ressaltam que a diminuicao do pH foi mais rapida durante os 10 primeiros dias

de fermentacdo, ja entre os dias 10 e 14, essa diminuicao foi mais lenta.



82

Importante destacar que o pH final das bebidas desenvolvidas neste estudo
encontra-se dentro do valor estabelecido pela legislacdo, que define um limite entre 2,5 ¢ 4,2
(BRASIL, 2019a). O baixo pH para este tipo de produto ¢ um parametro considerado desejavel,
pois pode inibir o crescimento de microrganismos patogénicos (KALLEL et al. 2012). No
entanto, um pH muito baixo pode interferir na qualidade sensorial da bebida em decorréncia da
formacdo de 4cidos organicos, principalmente do &cido acético, tornando o produto
sensorialmente inaceitavel (SHARIFUDIN et al., 2021; LEAL et al., 2018).

De acordo com Jayabalan et al. (2014), ¢ possivel controlar o andamento da
fermentagdo a partir de medi¢des de pH, uma vez que esse pardmetro pode ser utilizado para

determinar o fim do processo, que ¢ recomendado que encerre-se quando o pH atinge 2,5.

5.4.2 Acompanhamento da acidez total tituldavel

A Figura 10 representa os valores de acidez titulavel das amostras ao longo do
processo de fermentacdo. A partir dos resultados obtidos pode-se observar que o aumento do
teor de acidez se deu de forma constante em todos em todas as amostras durante os dez dias de
fermentagdo. Estando os valores iniciais de acidez entre 0,30 ¢ 0,32 % e os valores finais entre
0,63 ¢ 0,8 2%, sendo o ché de erva doce o que apresentou os maiores valores. Essa diferenca,
deve-se, provavelmente, ao predominio de diferentes espécies de bactérias acéticas e lacticas
entre os diferentes tipos de infusdo, e consequentemente uma variacao na produc¢do de acidos

organicos (CARDOSO et al., 2020).
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Figura 10 - Acompanhamento da acidez tituldvel ao longo da fermentagado
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Fonte: Autora, 2023.

Neffe-Skocinska et al. (2017) também observaram o aumento da concentracdo de
acido acético na kombucha fermentada a 30°C ap6s dez dias de fermentacao, onde os valores
evoluiram de uma quantidade ndo detectavel até 1,42%.

Para Wang et al. (2023), a acidez aumentou de forma constante ao longo da
fermentacdo do cha preto, passando de 0,02% para 0,14% ao final de 14 dias de fermentacao
sob 22 °C. J& Cardoso et al. (2020), reportam valores de acidez superiores, sendo 0,36% para o
ché verde e 0,32% para o chd preto, ao final de 10 dias de fermentagao a 25 °C.

O aumento significativo da acidez tituldvel ¢ um comportamento esperado, devido
a produg¢do de 4cidos caracteristicos do processo fermentativo e, principalmente, do
metabolismo das bactérias acéticas (JAYABALAN et al,, 2014; SANTOS, 2016).

Um teor de acidez titulavel entre 0,4 € 0,45 % tem sido relatado como indicativo do
término do processo fermentativo (CVETKOVIC, 2008; VELICANSKI et al., 2013), dessa
forma, segundo essa orientagdo, a fermentacao poderia ter sido encerrada no segundo dia para
T1 e T3 e no terceiro dia para T2. Porém, como o objetivo dessa etapa foi avaliar o
comportamento da fermentacdo, o processo durou mais tempo, resultando em uma bebida mais
acida.

A presencga de 4cidos organicos determina as caracteristicas sensoriais e funcionais

da kombucha, que dependem da quantidade e dos tipos de 4cidos presentes em sua composi¢ao
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(CHANDRAKALA et al., 2019). Os acidos organicos formados durante o processo de
fermentagdo diminuem o pH da bebida, sendo o acido acético, um dos acidos organicos mais
importantes e que contribui para o aroma acido e o sabor semelhante ao vinagre (ARIFF et al.,
2023). Além do acido acético, a kombucha contém outros acidos organicos como acido malico,
acido lactico, acido citrico, acido tartarico, acido gluconico, dcido glucurdnico e acido succinico

(SKNEPNEK et al., 2021).

5.4.3 Acompanhamento dos sdlidos soluveis totais

A Figura 11 mostra os valores de sélidos soluveis (SS) no decorrer da fermentagao
dos diferentes tipos de infusdo. Para ambos os tratamentos, o valor dos soélidos soluveis
apresentou uma estabilidade ao longo dos dias de fermentagdo. Diferente do que aponta a
literatura, uma vez que ¢ esperado um decaimento lento dos so6lidos soliveis, ja que a sacarose
e os outros tipos de aglicares presentes no meio sdo consumidos pelas bactérias e leveduras
(CHAKRAVORTY et al., 2016). No entanto, esse comportamento pode ser explicado devido
a formacao de acidos organicos e outros metabolitos dissolvidos no meio durante o processo de
fermentagdo, que além dos aglcares, também sdo referidos como so6lidos soluveis totais
(SHARIFUDIN et al. 2021).

Wang et al. (2023) observaram diminui¢do constante dos sélidos soltveis (SS) de
4,87 para 3,13 °Brix ao longo da fermentacgdo por 14 dias (22°C). J4 Aung e Eun (2021), assim
como neste estudo, obtiveram uma diminui¢do menos significativa dos SS para kombuchas de
ché verde, de 6,30 para 6,20 °Brix. Enquanto para kombuchas de cha preto essa redugdo foi
mais acentuada, de 5,37 para 4,17 °Brix ao final de 14 dias de fermentacdo a 20 °C. Os tltimos
autores destacam que niveis mais baixos de solidos soluveis totais sdo condizentes com o nivel

mais alto de acidez nas amostras de kombucha avaliadas.
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Figura 11 - Acompanhamento dos so6lidos soluveis totais longo da fermentagao
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Para kombuchas preparadas a partir de cha verde, oolong e preto, Kaewkod et al.,
(2019), observaram que os solidos soltuveis totais diminuiram significativamente de 10 °Brix

para 6 °Brix aos 15 dias de fermentagao sob temperatura ambiente.

5.4.4 Acompanhamento do conteudo de acucares

A Figura 12 representa o consumo de sacarose e as concentracdes de glicose e
frutose formadas durante o processo de fermentacdo da kombucha nas trés amostras avaliadas

(T1, T2 ¢ T3).



Figura 12 - Acompanhamento do conteudo de aglicares ao longo da fermentacao
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As amostras comecaram a fermentagdo com uma concentragdo de sacarose entre 90
e 97 g/L, sendo T1 a amostra que apresentou a maior concentragdo. O perfil de consumo da
sacarose € semelhante em todas as amostras, sendo a velocidade de consumo maior nos seis
primeiros dias de fermentacao.

De acordo com ARIFF et al. (2023), a sacarose ¢ comumente usada como fonte
tradicional de carbono na fermenta¢do da kombucha, e no inicio da fermentagdo, ¢ hidrolisada
em glicose e frutose pela a¢cdo das invertases provenientes das leveduras. Dessa forma, 8 medida
que a fermentacdo avanca, a concentragdo de sacarose diminui. Esse comportamento foi
observado em todas as amostras neste trabalho, e as concentragdes finais de sacarose variaram
entre 35,6 e 25,32 g/L; sendo a amostra T2 a que apresentou menor concentragao.

A concentracdo de acucares totais foi superior a concentracao de sacarose em todos
os tratamentos, demonstrando que além da sacarose proveniente do agucar adicionado, outros
acUcares também estavam presentes no meio, provavelmente, remanescentes da kombucha ja
fermentada que foi adicionada no inicio do processo, com o objetivo de diminuir o pH do meio
e facilitar a acao dos microrganismos.

As concentragdes de glicose e frutose variaram conforme os tratamentos. No T1, as
concentragdes de glicose e frutose seguiram o mesmo padrdo, aumentaram até o sétimo dia e
em seguida foram diminuindo até o final da fermentacdo. J4 no tratamento T2, observou-se um
aumento da concentragdo de glicose até o quinto dia, seguido de diminui¢do, enquanto para a
frutose, esse aumento foi até o nono dia e diminui¢do apenas no ultimo dia de fermentacao.
Para o tratamento T3, as concentracdes de glicose e frutose seguiram o mesmo padrao, ambas
aumentaram até o final da fermentagdo. Em todos os tratamentos os valores de glicose foram
superiores quando comparados aos de frutose, porém, nos tratamentos T1 e T2, as
concentragdes de glicose foram consideravelmente superiores.

Os valores iniciais de glicose variaram entre 8,33 e 8,87 g/L. para os tratamentos,
enquanto os valores finais foram de 10,37 a 24,64 g/L. Ja a concentragdo de frutose foi zero no
inicio de todos os tratamentos e variou entre 1,42 e 2,85 g/L no ultimo dia de fermentagao.

Neffe-Skocinska et al. (2017), também observaram que em todas as temperaturas
de fermentagdo estudadas (20 °C, 25 °C e 30 °C), as concentracdes de glicose foram superiores
as de frutose, o que sugere uma preferéncia pela frutose como fonte de carbono pelas células
de levedura. Os autores observaram um consumo mais rdpido de sacarose e uma maior
concentragdo de glicose e frutose a 25 °C. J4 na fermentagado a 30 °C, foi observado um consumo

de sacarose menos intenso.
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Tran et al. (2022), avaliaram diferentes tipos de culturas em chas preto e verde para
a producdo de kombucha, sob temperatura ambiente, apds 7 e 12 dias de fermentacdo e a
concentracdo inicial média de sacarose entre os tratamentos foi de 58,3 + 0,9 g/L. Ja a
concentragdo final ndo variou significativamente entre 7 ¢ 12 dias de fermentagdo, variando
entre 39,1 e 56,1 g/L nos diferentes tratamentos. Os autores destacam que a sacarose nao foi
totalmente hidrolisada e que as concentracdes de monossacarideos ndo excederam 5 g/L,
sugerindo um consumo progressivo de monossacarideos obtidos a partir da hidrolise da
sacarose.

Suffys et al. (2023) observaram que a concentragdo de sacarose diminuiu de forma
muito significativa ao longo do tempo de 57,4 g/L para 25,2 g/L, apds 14 dias de fermentacao.
Enquanto a concentracdo de glicose foi de 0,40 g/L para 14,0 g/L e a da frutose de 0,93 g/L
para 2,03 g /L, aumentando de forma muito significativa no decorrer do processo.

A hidroélise da sacarose, explica as alteragdes nas concentragdes iniciais e finais dos
teores de agucares nos diferentes tratamentos, uma vez que as leveduras convertem frutose e
glicose simultaneamente em etanol e CO», porém, com uma utilizacdo rapida da frutose em
comparagdo a glicose. No entanto, as bactérias acido acéticas utilizam a glicose como fonte
preferencial de carbono, resultando na sintese de celulose e de acidos organicos (NEFFE-
SKOCINSKA et al., 2017; DURAES et al., 2021; SUFFYS et al., 2023).

Dessa forma, a kombucha produzida a partir da infusdo de erva cidreira demonstrou
ser um meio mais adequado para o crescimento dos microrganismos envolvidos no processo
fermentativo, uma vez que o processo de hidrélise da sacarose foi mais eficiente, bem como,
apresentou uma maior produ¢do de acucares redutores (glicose e frutose), seguido de posterior
consumo. Ja o processo fermentativo da infusdo de erva doce demonstrou menos eficiéncia em

relacdo aos outros, ao analisar o comportamento de consumo e producgdo de agucares.

5.4.5 Acompanhamento do conteudo de etanol e de dcidos orgdnicos
A Figura 13 representa o consumo de agucares totais e as concentragdes de acido
acético, acido latico e etanol formados durante o processo de fermentacdo da kombucha nas trés

amostras avaliadas (T1, T2 e T3).



Figura 13 - Acompanhamento do conteudo de etanol e acidos
organicos ao longo da fermentagado
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A produgdo de etanol foi mais significativa nas amostras T1 e T2, atingindo as
maiores concentragdes no sexto (1,4 g/L) e sétimo (0,82 g/L) dias de fermentacdo, nas
kombuchas a base de cha verde e cidreira respectivamente. Apds esse tempo, as concentragdes
de etanol foram diminuindo e chegaram a 0,21 g/L em T1 e 0,30 g/L em T2. Ja em T3, o teor
de etanol foi aumentando até o nono dia, 0,51 g/L, e encerrou com concentragao final de 0,44
g/L. Dessa forma, apesar de as kombuchas a base de ché verde e de cidreira terem apresentado
valores superiores em etanol no decorrer do processo fermentativo, a kombucha a base de erva
doce foi a que apresentou o maior teor alcodlico ao final do processo, demonstrando a
alternancia de atividade dos microrganismos ao longo do tempo e de acordo com o substrato.

No entanto, segundo a legislagao brasileira, todas as kombuchas produzidas neste
trabalho podem ser consideradas como ndo alcodlicas, uma vez que a bebida ¢ classificada
como alcoodlica quando contém entre 0,6 % e 8,0 % de alcool, e ndo alcodlica quando contém
menos de 0,5 % de alcool (BRASIL, 2019a).

O aumento da concentracdo de etanol nas primeiras fases de fermentagdo seguido
de uma posterior redu¢ado ¢ esperado durante a produgdo de kombucha. Isso porque, o inicio do
processo coincide com o aumento populacional da concentragdo de leveduras no meio, que
quebram a sacarose e produzem etanol e com a progressao da fermentacao, as bactérias acéticas
consomem esse etanol e produzem acido acético (MAY et al., 2019).

Para Chakravorty et al. (2016), a concentracdo de etanol aumentou inicialmente
com o tempo e atingiu o valor maximo no sétimo dia de fermentagdo (0,28 g/L) seguido por
uma diminuic¢do para cerca de 0,073 g/L, ap6s 21 dias de fermentacdo. Ja para Suffys et al.
(2023), o teor de etanol aumentou de forma altamente significativa durante o processo de
fermentacgdo, partindo de 1,3 g/L na fase inicial até 7,4 g/L na fase final (14 dias).

Dentre os acidos quantificados, o 4cido acético mostrou-se o principal em todas as
amostras. A partir do primeiro dia de fermentagdo, j4 foi possivel observar um aumento
constante na produgdo desse acido nos tratamentos. Em T1, a concentragdo maxima de 4cido
acético foi atingida no sétimo dia (4,63 g/L), jdem T2 e T3, nos dias 8 (3,48 g/L) e 9 (4,55 g/L)
da fermentagao, respectivamente. As concentragdes finais de acido acético variaram entre 0,64
e 4,18 g/L, sendo a kombucha a base de infusdo de erva doce a que apresentou o teor de acido
acético mais elevado.

Em contrapartida, diversos estudos relatam o aumento lento, porém, constante da
concentragdo de acido acético durante a fermentacdo da kombucha, em virtude do aumento da

concentragdo de bactérias acéticas no meio (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Para Suffys et
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al. (2023), a concentragao de &cido acético partiu de 0,63 g/L no estagio inicial para atingir 8,42
g/L ap6s 14 dias de fermentacdo. Ja para Chakravorty et al. (2016) a concentracdo de acido
acético aumentou de 0,65 g/L para 16,57 g/L ap6s 21 dias de fermentacao.

Segundo Kallel et al. (2012), o 4cido acético € o principal 4cido organico presente
na kombucha, e sua concentragdo pode variar entre 5 ¢ 10 g/L na bebida, dependendo dos
substratos e da atividade das bactérias acéticas presentes no meio.

Os resultados obtidos neste trabalho podem indicar que a partir de determinado
ponto da fermentagdo, microrganismos que sdo capazes de degradar o 4cido acético foram
beneficiados, uma vez que a concentracao deste acido foi diminuindo apds atingir um valor
maximo. No entanto, como essa diminui¢do nao foi correspondente com a diminui¢do do teor
de acidez total, outros tipos de acidos foram sintetizados pelos microrganismos.

A concentracdo de acido latico foi aumentando de maneira inexpressiva em todos
os tratamentos ao longo do tempo. Nas amostras T1 e T2, os valores aumentaram até os dias 8
(0,28 g/L) ¢ 9 (0,18 g/L) da fermentagao, respectivamente, seguidos de uma ligeira queda até o
final do processo. As concentragdes finais de acido latico variaram entre 0,15 e 0,27 g/L. A
amostra T3 foi a que apresentou a maior concentragdo, e os teores de acido latico aumentaram
de forma linear a partir do sexto dia de fermentagao.

Quanto a presenca de bactérias lacticas na kombucha, normalmente, esses
microrganismos ndo sdo encontrados ou estdo presentes em quantidades muito baixas. No
entanto, as bactérias lacticas tendem a ser detectadas em quantidades maiores na fermentagao
comercial da kombucha (BISHOP et al., 2022).

Cardoso et al. (2020) retrata que o acido lactico foi o acido encontrado em menor
concentragdo, com teor de 0,015 e 0,02 g/l para kombucha de cha verde e cha preto,
respectivamente. Enquanto Suffys et al. (2023), obtiveram valores ligeiramente superiores,
variando de 0,05 a 0,06 g/L para as etapas inicial e final da fermentagdo, respectivamente. J&
Neffe-skocinska et al. (2017) ndo detectaram a presenca de acido latico em suas amostras de
kombucha ao longo da fermentacdo. Fato que pode ser explicado pela diversidade de
microrganismos envolvidos no processo, pelas condi¢des da fermentacao e pelas diferencas de
substratos empregados.

No geral, as infusdes a base de cha verde, erva cidreira e erva doce consistiram em
substratos vidveis para a fermentagdo e obtenc¢ao das kombuchas, ja que foi possivel observar
o consumo dos agtcares do meio pelos microrganismos e formagdo de produtos (4cidos

organicos, celulose, etanol). No entanto, na kombucha a base de erva cidreira, o processo de
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quebra da sacarose e formag¢do dos monossacarideos, bem como posterior consumo desses
substratos foi mais eficiente, porém, na kombucha a base de erva doce, a concentragdo dos
produtos formados (acido acético, acido latico e etanol) no final do processo foi superior aos

outros tratamentos.

5.5 Analise de estabilidade

As kombuchas saborizadas com suco de acerola foram avaliadas quanto a
estabilidade ao armazenamento refrigerado por 90 dias. Para isso, no tempo inicial e de 30 em
30 dias durante a estocagem refrigerada, eram retiradas amostras de cada um dos tratamentos e
determinados os valores de pH, s6lidos soluveis totais e acidez total titulavel.

De acordo com a analise de variancia, o modelo foi significativo para as variaveis

acidez total titulavel, s6lidos soluveis e pH (Tabela 12).

Tabela 12 - Anélise de variancia para acidez total titulavel, sélidos soluveis e pH

Fonte liGbr:rl:isa((llz qui((l):}:tlica qulzl/{lelflzil;ca K Pr>F
Acidez total
Modelo 5,000 0,994 0,199 357,922 <0,0001*
Erro 30,000 0,017 0,001
Total corrigido 35,000 1,011
Solidos soluveis
Modelo 5,000 107,098 21,420 67,008 <0,0001*
Erro 30,000 9,590 0,320
Total corrigido 35,000 116,687
pH
Modelo 5,000 0,100 0,020 40,086 <0,0001*
Erro 30,000 0,015 0,000
Total corrigido 35,000 0,115

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: * Indica significancia (p < 0,05).
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A Tabela 13 indica que as variaveis tempo, tratamento e interacao entre elas foram
significativas e explicaram 98% (R?) das variagdes nos teores da acidez total titulavel € 92%
(R?) das variagdes dos valores de solidos soliveis. Ja para o pH, apenas as variaveis tempo e
tratamento foram significativos e explicaram 82% (R?) das variagdes. No entanto, a variavel
tratamento foi a que apresentou a maior influéncia, em todos os pardmetros analisados,
revelando que as kombuchas ndo sofreram grandes alteracdes de acidez, solidos soluveis e pH

ao longo do tempo de armazenamento refrigerado.

Tabela 13 - Andlise da soma dos quadrados para acidez total, sélidos soluveis e pH

Graus de Soma Média

Fonte liberdade quadratica quadratica K Pr>F
Acidez total
Tempo 1,000 0,003 0,003 5,624 0,024 *
Tratamento 2,000 0,980 0,490 881,679 <0,0001*
Tempo*Tratamento 2,000 0,011 0,006 10,315 0,000 *
Solidos soluveis
Tempo 1,000 5,843 5,843 18,278 0,001*
Tratamento 2,000 17,234 8,617 26,956 <0,0001*
Tempo*Tratamento 2,000 4,760 2,380 7,445 0,002*
pH
Tempo 1,000 0,015 0,015 31,091 <0,0001*
Tratamento 2,000 0,083 0,041 83,032 <0,0001*
Tempo*Tratamento 2,000 0,002 0,001 1,637 0,212

Fonte: Autora, 2023.
Legenda: * indica significancia (p < 0,05).

Os valores das médias dos tratamentos para acidez total titulavel, solidos soliveis

e pH. encontram-se na Tabela 14.
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Tabela 14 - Médias de acidez total, s6lidos soluveis e pH para os tratamentos

Tratamento Acide’z t.otal ti,tlflz'wel Solidos S.oll’lveis pH
(% acido acético) (°Brix)
K1 1,47°+ 0,02 10,77°+ 0,05 3,052+ 0,07
K2 1,092+ 0,01 10,425+ 0,03 3,08+ 0,04
K3 1,17°+ 0,05 7,132+ 0,03 3,16t 0,05

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: K1 — kombucha cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva
doce saborizada. Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenga significativa de acordo com analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Ambos os tratamentos diferiram (p < 0,05) em relagcdo as médias do teor de acidez
e do pH. Enquanto os tratamentos K1 e K2 ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05)
nas médias do teor de solidos soluveis. Como mostra a Tabela 15, a amostra K3, utilizada para
a analise de estabilidade, partiu de um teor de solidos soluveis totais menor, quando comparada
as outras amostras, o que pode explicar essa diferenca significativa.

Quanto a interagdo entre tempo e tratamento, que foi significativa apenas para teor
de acidez e solidos soluveis (Tabela 15), houve diferenga entre os tratamentos em todos os dias

avaliados, tanto no valor de acidez quanto no teor de s6lidos soluveis.

Tabela 15 - Médias da acidez total e s6lidos soluveis ao longo do tempo

Tempo
Parametro Tratamento 0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Acidez total K1 1484001 1474003 145001 1,505 0,60
titulavel K2 L10°4 0,00 1,08+£0,04 1,09:012  1,10°40,15
(%acido
acético) K3 124%40,00  1,15£0,01  1,14%4 010 1,15°+0,10
» K1 10,80°+ 0,01 10,805+ 0,01 10,80 0,04 10,67+ 0,50
Solidos
TG K2 11,40°4 0,05  9,90°: 0,03 9,675+ 0,10  10,70°+ 0,00
e K3 8904 0,00  65040,00 7.13:0,10 6,004 0,10

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: K1 — kombucha cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva
doce saborizada. Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenga significativa de acordo com analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

A Figura 14 contém os graficos com os modelos de regressdo ndo linear para as
variagdes de acidez dos tratamentos ao longo do tempo de armazenamento.

Figura 14 - Varia¢ao no teor de acidez total em relagdo ao tempo de armazenamento
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Nos tratamentos K1 e K2 a acidez diminuiu no 30° dia e foi aumentando até os 90
dias de armazenamento. J& no tratamento K3, houve reducdo da acidez no 30° dia, seguida de
estabilidade. No entanto, a variagdo entre os valores de acidez, em todos os tratamentos, ao
longo dos dias, foi muito pequena, levando-se a concluir que o armazenamento refrigerado
conferiu estabilidade as kombuchas.

Yikmis e Tuggiim (2019) avaliaram as propriedades fisico-quimicas de kombuchas
de manjericao roxo ao longo de 30 dias de armazenamento refrigerado (4 °C) e observaram um
pequeno aumento nos teores de acidez total das amostras no decorrer do tempo de
armazenamento.

Segundo Malbasa et al. (2008), durante a vida de prateleira da kombucha, as
bactérias acéticas e laticas utilizam agucares residuais e etanol como substrato e continuam
produzindo acidos organicos.

Quanto as variagdes no teor de solidos soluveis totais ao longo do tempo (Figura
15), na amostra K1 os valores permaneceram estaveis até o 60° dia de armazenamento (10,80
°Brix) e ao final dos 90 dias ocorreu uma redugdo (10,67 °Brix). Ja em K2, o teor de sélidos
soltveis diminui até o 60° dia, seguido de um ligeiro aumento até o tempo final de estocagem
refrigerada. Enquanto em K3, os valores diminuiram de 8,90 °Brix, no primeiro dia, para 6,00
°Brix, no tempo final.

Yikmis e Tuggiim (2019) também observaram uma reducdo no teor de sélidos
soltveis em todos os tratamentos avaliados durante 30 dias de armazenamento e atribuiram esse
comportamento a continuagdo do efeito simbidtico das bactérias e leveduras na kombucha,

ainda que refrigerada.
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Figura 15 - Variagdo no teor de so6lidos soluveis em relacdo ao tempo de armazenamento
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A Figura 16 contém o modelo de regressdo ndo linear para a média do pH dos
tratamentos em relagdo ao tempo de estocagem. Como a interag@o entre tempo e tratamento nao
foi significativa (p < 0,05) para explicar as variagdes de pH, as variagdes entre tempo e pH de
todos os tratamentos foram explicadas em um unico grafico. Dessa forma, foi possivel verificar
que houve uma diminui¢do nos valores de pH ao longo dos dias de armazenamento, variando
de 3,11 no primeiro dia para 3,05 no final dos 90 dias. Refletindo também em uma diminui¢ao
pouco significativa, assim como no comportamento da variagdo da acidez ao longo dos dias.

Chakravorty et al. (2016) também observaram que o valor do pH diminuiu com o
tempo de armazenamento e afirmaram que essa diminui¢do foi causada pelos acidos organicos
formados como resultado da fermentagao das kombuchas.

O armazenamento refrigerado, bem como, a redu¢dao de oxigénio na embalagem,
diminuem a atividade metabolica dos microrganismos presentes na kombucha, resultando na
estabilizacdo das transformagdes bioquimicas na bebida durante a estocagem sob baixa
temperatura. Ademais, os efeitos tamponantes causados pelos acidos organicos e o esgotamento
dos substratos podem inibir o crescimento dos microrganismos (NORONHA, 2021). Dessa
forma, a kombucha consiste em uma bebida estavel ao armazenamento refrigerado, preservando

suas caracteristicas sensoriais e seguran¢a microbiologica.

Figura 16 - Varia¢ao do pH em relag¢do ao tempo de armazenamento
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5.6 Analises microbiologicas

A Tabela 16 contém a composicao microbiologica das kombuchas elaboradas.

Tabela 16 - Resultados das analises microbioldgicas

Tratamentos
Microrganismos
K1 K2 K3
Coliformes a 35 °C
(NMP/mL) Ausente Ausente Ausente
Leveduras (UFC/mL) 2,75 x 10%? 4,50x 10°2 1,89 x 10*°
Bactérias acéticas 5h 3a 4a
(UFC/mL) 1,76 x 10 7,55x 10 7,60 x 10
Bactérias lacticas 4c 3a 4b
(UFC/mL) 2,54 x 10 4,05x 10 1,62 x 10

Fonte: Autora, 2023.

Legenda: K1 — kombucha cha verde saborizada. K2 — kombucha erva cidreira saborizada, K3 — kombucha erva
doce saborizada. Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa de acordo
com andlise de varidncia e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Nao houve crescimento de coliformes (30°C e 45°C) em nenhum dos tratamentos
estudados, indicando que as bebidas sdo seguras do ponto de vista microbiologico.

Além disso, as proprias caracteristicas da kombucha, como o pH abaixo de 4,5 e as
altas contagens de bactérias acéticas e leveduras, sdo fatores de protecdo que impedem o
crescimento de microrganismos patogénicos na bebida (SANTOS et al., 2017).

Os tratamentos K1 e K3 ndo apresentaram diferenca (p > 0,05) para a contagem de
leveduras. O tratamento K2 foi o que apresentou a menor contagem, 4,50 x 10° UFC/mL,
revelando que, possivelmente, as infusdes a base de ché verde e de erva doce consistiram em
meios mais favoraveis para o desenvolvimento das leveduras da kombucha.

Kaewkod et al. (2019) produziram kombuchas (sob temperatura ambiente por 15
dias) a partir de diferentes infusdes e obtiveram os seguintes resultados para a contagem de
leveduras: ché verde (4,37 x 107 UFC/mL), cha oolong (5,50 x 10’ UFC/mL) e cha preto (6,02
x 107 UFC/mL). Ja Zhao et al., (2018), também apos 15 dias de fermentagdo (28 °C), obtiveram
uma contagem de leveduras de 6,01 x 10° UFC/mL. Resultados superiores aos obtidos no
presente estudo.

Na fermentacdo da kombucha, as leveduras sdo responsaveis pela quebra da

sacarose e pela producdo de etanol e atuam em cooperagdo com as bactérias acéticas. Apos a
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conclusdo da fermentacdo a contagem de leveduras pode superar a contagem de bactérias dentro
da bebida (BISPHO et al., 2022).

A kombucha a base de cha verde apresentou a maior contagem de bactérias acéticas
(1,76 x 10° UFC/mL). Ja as amostras K2 e K3 apresentaram valores inferiores e ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05). Demonstrando que no ché verde esses microrganismos encontraram
melhores condi¢des para o crescimento, o que ¢ esperado, ja que esse ¢ o meio tradicional para
fermentagdo da kombucha.

Kaewkod et al. (2019) observaram um aumento na contagem de bactérias acéticas
na kombucha de cha verde, em que variou de 5,25 x10° UFC/mL no tempo inicial, a 6,31 x107
UFC/mL apo6s 15 dias de fermentacdo. Enquanto para Cardoso et al. (2020) a contagem de
bactérias acéticas para as kombuchas de cha verde e cha preto ndo apresentaram diferencga (p <
0,05) e variaram entre 10° ¢ 10° UFC/mL

As bactérias do 4acido acético sdo as bactérias que mais se sobressaem na
fermentagdo da kombucha. Existem mais de dezessete géneros de bactérias acido acéticas
encontrados na bebida, dentre eles tém-se: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter e
Komagataeibacter. Sendo a espécie Komagataeibacter, especificamente a cepa
Komagataeibacter xylinus, a mais significativa, devido a sua capacidade de produzir celulose.
Além disso, essa cepa tem capacidade de acumular até 10 a 20% de acido acético no meio,
enquanto as espécies de Acetobacter s6 conseguem acumular no maximo 8% (MAY et al.,
2019).

A contagem de bactérias laticas foi significativamente diferente entre as amostras,
(p <0,05), variando entre 4,05 x 10° (K2) € 2,54 x 10* (K1) UFC/mL. Mais uma vez o cha verde
apresentou o melhor desempenho como meio para o crescimento da microbiota da kombucha.

Cardoso et al. (2020) encontraram contagens de bactérias laticas superiores aos
obtidos neste estudo, variando de 10° e 10’ UFC/mL nas kombuchas de cha preto e cha verde
respectivamente. No entanto, apesar das altas contagens, o teor de 4cido lactico presente nas
kombuchas foi insignificante, provavelmente pela predominancia de bactérias acido-lacticas
heterofermentativa que resultaria em uma menor produ¢do de 4cido lactico. O que pode ter
ocorrido também neste trabalho, uma vez que as concentragdes de 4cido lactico nas kombuchas
obtidas foram baixas.

A composicao microbioldgica da kombucha pode variar de cultura para cultura,
localizagdo geografica, clima, espécies locais de leveduras e bactérias e condigcdes de

fermentagdo (JAYABALAN et al., 2014).
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A Figura 17 apresenta algumas imagens de laminas obtidas no microscdpio apos o
crescimento dos microrganismos presentes nas kombuchas nos meios de cultura especificos,
seguido de coloragdo de Gram. Vale salientar que as colonias obtidas em cada um dos meios
apresentavam as mesmas caracteristicas morfoldgicas para os diferentes tratamentos. Levando
auma conclusdo de que a microbiota que se desenvolveu nos trés tipos de infusdes era a mesma,
variando apenas as concentragdes de leveduras, bactérias acéticas e bactérias lacticas em cada

bebida ao final do processo.

Figura 17 - Imagens obtidas no microscopio das laminas
com alguns microrganismos presentes nas kombuchas
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Fonte: Autora, 2023.

Legenda: a) Leveduras (crescimento no meio PDA); b) Bactérias
acéticas (crescimento no meio GYCA); ¢ e d) Bactérias lacticas
(crescimento no meio MRS)

Todas as colonias de leveduras que cresceram no meio PDA apresentaram aspecto
circular, brilhante e liso, com colorag@o branca, bordas regulares, tamanho pequeno e uniforme.
Com relacdo a morfologia, as células apresentaram o formato ovalado (Figura 17, a). Dentre as

colonias que cresceram no meio GYCA, para selecdo de bactérias acéticas, as mais
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predominantes eram extremamente pequenas, com coloracdo creme, formato circular e halo de
inibi¢cdo. Essas bactérias se apresentaram como bacilos Gram-negativos (Figura 17, b). J4 no
meio MRS, houve crescimento de colonias tanto na superficie quanto no interior do meio de
cultura, ambas as células eram Gram-positivas de formato bacilar, caracteristicas comuns as
bactérias lacticas (Figura 17, ¢ e d). No entanto, seria necessario a aplicacdo de técnicas de
sequenciamento de DNA para possibilitar a identificagdo dos microrganismos obtidos neste

estudo.

5.7 1dentificaciao do perfil do consumidor de kombucha

5.7.1 Caracterizagdo socioeconéomica

Dos 385 participantes da pesquisa, 72,29 % afirmaram saber o que ¢ kombucha.
Destes, 67,15 % declararam ja ter consumido a bebida (233 individuos), dessa forma, as
respostas dadas por esses individuos foram utilizadas para tragar o perfil dos consumidores de
kombucha.

De acordo com os dados coletados, o publico consumidor de kombucha foi
predominantemente feminino (60,09 %), com ensino superior completo (71,67 %) e solteiro
(57,51 %). A maioria pertencente as faixas etarias de 20 a 29 anos e 30 a 39 anos, representando
37,3 % e 36,5 %, respectivamente. Quanto a renda, 25,32 % possuem de um a quatro salarios-
minimos (até 4.179 reais), seguidos por 17,17 % com menos de um salario-minimo (até 1.045
reais) e 14,59 % acima de 10 salarios-minimos (até 10.450 reais). Esses resultados corroboram
com os encontrados por Walker (2021), que estudou o perfil dos consumidores de kombucha
entre a populagdo americana e observou que a frequéncia de consumo aumentava entre pessoas
mais jovens e de maior escolaridade.

A Tabela 17, mostra que 21,0 % dos participantes da pesquisa sdo moradores da
regional III, correspondendo, segundo a Prefeitura de Fortaleza (2019), aos bairros Aldeota,
Meireles, Papicu, Varjota, De Lourdes, Vicente Pinzon, Cais do Porto, Mucuripe, Sao Jodao do
Tauape, Dionisio Torres e Joaquim Téavora. Sendo Aldeota e Meireles os bairros com maior

nimero de individuos que consumiam kombucha.
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Tabela 17 - Participantes que ja consumiram kombucha divididos em suas respectivas regides

Regiao (n=233) Numero (porcentagem do total de respostas)
REGIAO METROPOLITANA 13 (5,6%)
SER I 12 (5,2%)
SER 11 10 (4,3%)
SER 11T 49 (21,0%)
SER IV 29 (12,4%)
SERIE IX 3 (1,3%)
SER V 40 (17,2%)
SER VI 14 (6,0%)
SER VII 13 (5,6%)
SER VIII 30(12,9)
SER X 2 (0,9%)
SER XI 13 (5,6%)
SER XII 5(2,1%)

Fonte: Autora, 2023.

Segundo o Instituto de Pesquisa e Estratégia Economica do Ceara (IPECE), os
bairros Meireles e Aldeota ocuparam o primeiro e quinto lugar, respectivamente, entre os
bairros mais ricos de Fortaleza em 2010. Esses bairros apresentam indice de desenvolvimento
humano (IDH) proximo a 1 (Meireles 0,953 e Aldeota 0,867), valor que representa a nota
maxima de IDH, uma vez que a escala vaide O a 1.

O preco elevado da bebida pode justificar o fato da maioria dos consumidores
pertencerem aos bairros Aldeota e Meireles, ja que 300 mL de kombucha pode chegar a custar
até R$ 20,00 (MESQUITA, 2023).

No entanto, a kombucha também pode ser obtida de forma caseira, e os ingredientes
(4gua mineral, agucar, chd verde ou preto e a coldnia inicial) sdo considerados baratos e
acessiveis a populagdo (SANTOS, 2016; YAMAZAKI, 2015). Isso torna a produgdo artesanal
acessivel e possivelmente justifica o consumo da populagcdo com renda abaixo de um e entre
um e quatro saldrios-minimos. Walker (2021) concluiu que a renda ndo ¢ um fator que

determina o consumo de kombucha.
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5.7.2 Caracteristicas do Consumo

Dentre o grupo de entrevistados que afirmou ja ter consumido kombucha, 76,82 %
consumiam ocasionalmente, enquanto apenas 7,73 % dos participantes consumiam
diariamente.

Do total de 347 participantes que sabem o que ¢ kombucha, 32,85 % afirmam nunca
ter consumido a bebida. Dentre os motivos que justificaram o ndo consumo, os mais frequentes,
respectivamente, foram: dificuldade de acesso a bebida pronta, por ndo saber prepara-la, por
ndo obter informagdes suficientes para motivar o consumo, porque nao tenho acesso a colonia
inicializadora, porque acho dificil fazer a bebida em casa, porque acho dificil manter a colonia
viva, pre¢o e ndo gostar da erva tradicionalmente usada.

Com esse levantamento, podemos perceber que a maioria das respostas esta ligada
as poucas informagdes divulgadas sobre o que ¢ kombucha, como produzi-la e como conserva-
la. Segundo Batista ef al. (2022), a falta de informacdo sobre o produto, sua qualidade e
seguran¢a podem condicionar a compra € o consumo. Assim, € necessario a difusdo de mais
conhecimento nessa area, bem como a defini¢do de padrdes que garantam a qualidade, eficacia
e padrdes de seguranca da kombucha.

Quanto a erva tradicionalmente utilizada e a possibilidade de substituicdo desse
ingrediente, as ervas mais citadas foram: capim santo (44,09 %), hortela (43,23 %), camomila
(27,09 %), erva-doce (22,48 %), erva-cidreira (20,75 %), erva-mate (20,17 %) e boldo (4,32
%). Enquanto 16,14 % revelaram que nao fariam nenhuma alteragao.

Em relag¢do a origem da bebida, 76,08 % dos entrevistados afirmaram preferir a
kombucha caseira em detrimento da kombucha industrial.

Sobre a embalagem, os participantes preferiram o acondicionamento em garrafas
de vidro transparente (80,40 %). O vidro, portanto, ¢ considerado, dentre os materiais utilizados
para embalagens de alimentos, o material mais inerte, possibilitando a preservagao integral de
suas caracteristicas, além disso, ¢ totalmente reciclavel (CABRAL, 1984). Sendo esse tipo de
embalagem o mais recomendado para a kombucha, uma vez que impede as interagdes dos
acidos organicos que sdo formados durante a fermentacdo com a embalagem (WATAWANA,
2015).

Ainda sobre as embalagens, as informacdes mais desejaveis nos rétulos da
kombucha foram: a lista de ingredientes, prazo de validade, método de armazenamento, data de

fabricagdo, origem do produto, teor de agucar, beneficios a saude, teor alcodlico e nome da
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marca. Ja para Walker (2021), as informagdes do rétulo mais decisivas para a compra de

b 1Y

kombucha foram: “produto organico certificado pelo USDA”, “ndo possui transgénicos”, “sem

2 <¢ 29 ¢

luten”, “tradicionalmente fermentado”, “ndo pasteurizado” ¢ “pasteurizado”.
b

5.7.3 Relevincia dos atributos para decisdo de compra

A Tabela 18 apresenta o nimero de vezes que cada atributo foi citado como mais
importante (Countbest) e menos importante (Countworst) pelos entrevistados. Com base nesses
dados, foi calculado o nivel de relevancia, que corresponde ao niimero de vezes que cada
atributo foi citado como o mais importante (Countbest), subtraindo o nimero de vezes que esse
mesmo atributo foi citado como menos importante (Countworst). Em seguida, foi calculado a
pontuacdo padrdo, que corresponde ao nivel de relevancia dividido pelo numero de vezes que
cada atributo aparece na combinacdo (5 vezes), multiplicado pelo nimero de questionérios
respondidos (347 respostas). Os dados foram obtidos conforme metodologia descrita por Diniz

etal (2017).

Tabela 18 - Countbest € Countworst

Atributos Countbest Countworst

Alto teor de antioxidantes 206 100
Sabor 439 76
Probidtico 534 38
Beneficios para a saude 698 35

Marca 24 1180

Boa opgao para substituir o refrigerante 52 1169
Preco 163 204

Nao conter aditivo quimico 440 100
Produto artesanal 143 150
Aumentar imunidade 420 58

Fonte: Autora, 2023.
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Para avaliar o grau de relevancia dos atributos em relag¢@o a influéncia na decisao
de compra do kombucha, foi utilizada a classificacdo de Espartel (1999). Assim, os atributos
foram divididos em importantes (atributos que ndo sao determinantes para a compra do produto,
mas sdo levados em consideragdo no momento da escolha) e determinantes (atributos que
influenciam na decisdao de compra do produto). Por meio da escala Best-Worst, verificou-se que
4 (quatro) dos 10 (dez) atributos avaliados apresentaram nivel de relevancia negativo (Tabela
19). Portanto, a kombucha ser artesanal, o preco, a possibilidade de substituicao do refrigerante
e a marca ndo foram considerados atributos decisivos para a compra e foram classificados como
atributos importantes. Diniz et al. (2017) também indicaram prego e marca apenas como

atributos importantes e ndo decisivos para a compra de vinhos da escala Best-Worst.

Tabela 19 - Atributos da kombucha classificados como importantes

Atributos Nivel de Relevancia Pontuacio Padrao
Produto artesanal -7 -0,0040
Prego -41 -0,0236
Boa opgao para substituir o refrigerante -1117 -0,6438
Marca -1156 -0,6663

Fonte: Autora, 2023.

Os atributos: beneficios a satde, probiotico, sabor, aumentar a imunidade, ndo
conter aditivos quimicos e alto teor de antioxidantes foram considerados determinantes para a
compra da kombucha, pois apresentaram nivel de relevancia positiva, conforme a Tabela 20.
Portanto, a decisdo de compra da kombucha esta associada, principalmente, aos possiveis
beneficios a satde que o consumo da bebida pode trazer. Walker (2021) também observou que
“beneficios a saude” ¢ o principal fator que motiva o consumo de kombucha para os americanos,
seguido de “sabor” e “conteudo probidtico”, com porcentagens de 30,2%; 15,7% e 13,8%,

respectivamente, das respostas entre os individuos pesquisados.



Tabela 20 - Atributos da kombucha classificados como determinantes
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Atributos

Nivel de Relevancia

Pontuacio Padrao

Beneficios a saude
Probiotico
Sabor
Aumentar imunidade
Nao conter aditivos quimicos

Elevado teor de antioxidantes

663
496
363
362
340
106

0,3821
0,2859
0,2092
0,2086
0,1960
0,0611

Fonte: Autora, 2023.

Segundo Bruschi et al. (2018), a populagdo vem buscando uma alimentagdo mais

saudavel e uma mudanca no estilo de vida, refletindo no aumento da procura por alimentos

funcionais, que estdo se tornando cada vez mais populares no mercado. Dentre os alimentos

funcionais, os probidticos, que sdo aqueles que contribuem para a satide digestiva, estdo entre

os mais procurados.

Entretanto, embora a kombucha seja considerada um produto natural e saudavel,

muitas alegagdes nutricionais ainda ndo foram comprovadas cientificamente, sendo a maioria

estudada apenas em modelos experimentais, havendo auséncia de comprovagao cientifica em

modelos humanos. Assim, estudos mais robustos sdo necessarios para comprovar os potenciais

beneficios para a saide da ingestdo de kombucha (BATISTA, et al., 2022; JAYABALAN et

al., 2014).

E importante ressaltar que a Instrugdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019,

proibe qualquer tipo de alegacao de satde no rotulo da bebida (BRASIL, 2019a).

5.8 Analise sensorial

5.8.1 Grupo de foco

Dos 14 voluntérios que participaram das discussdes, apenas um deles relatou que

nunca havia experimentado a bebida, porém, todos sabiam o que era kombucha.

Os participantes descreveram suas impressoes sobre a aparéncia, o aroma e o sabor

de cada uma das amostras separadamente. Apds as discussoes, foram levantados os descritores
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para cada um dos critérios analisados que melhor se aplicaram as bebidas, totalizando 35
termos, conforme representado na Tabela 21.

Ademais, os participantes também responderam questdes sobre suas preferéncias
em relagcdo a forma de consumo, o tipo de embalagem, o pre¢o e a motivagdo de consumo.
Muitos deles mencionaram que as kombuchas avaliadas poderiam substituir bebidas como
sucos de fruta e refrigerantes, acompanharem refei¢des e serem utilizadas como ingredientes na
preparacao de drinks alcoolicos ou ndo alcodlicos. Alguns, citaram ainda, que as kombuchas de
acerola também poderiam ser uma opg¢ao de bebida para as pessoas que ndo consomem bebidas

alcodlicas.

Tabela 21 - Lista de descritores das kombuchas analisadas pelos 14 participantes do grupo focal

Aparéncia

Aroma

Sabor

Presenca de bolhas
Presenca de espuma
Cor péssego
Cor alaranjada
Cor rosada
Brilhante
Translucida (Iimpida)
Turva (material em suspensao)

Homogénea

Aroma de fermentado
Aroma de acerola
Aroma frutado
Aroma doce
Aroma citrico
Aroma de vinagre
Aroma de erva
Aroma de cha
Aroma de cha verde
Aroma de erva cidreira
Aroma de erva doce

Aroma apodrecido

Gosto doce
Gosto salgado
Gosto acido
Gosto amargo
Sabor frutado
Sabor de acerola
Sabor de cha
Sabor de cha verde
Sabor de erva cidreira
Sabor de erva doce
Sabor de vinagre
Sabor refrescante
Sabor adstringente

Sabor desagradavel

Fonte: Autora, 2023.

Quanto ao tipo de embalagem, todos eles preferiram embalagens de vidro

transparente, pois possibilitaria a visualizacdo da coloracdo do produto, que eles julgaram

atraente. Os dois grupos avaliaram que as embalagens de vidros poderiam comportar entre 300
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e 750 mL de kombucha e com o preco variando entre R$ 17 ¢ R$ 32. Por fim, os participantes
mencionaram que consumiriam a bebida pelo seu sabor atrativo, por ser diferenciada e
divertida, mas ndo desconsideram os possiveis beneficios a saude que sdo associados ao
consumo.

De acordo com Kim e Adhikari (2020), que analisaram 201 produtos de 16
empresas norte americanas de kombucha, a maioria das kombuchas avaliadas eram
armazenadas em garrafas de vidro, os tamanhos mais comuns das embalagens variaram entre
200 ¢ 480 mL e o prego referente a 100 mL da bebida variou entre US$ 0,22 a US$ 2,07. Os
autores também destacam uma tendéncia das empresas de substituicao das embalagens de vidro
pelas latas de aluminio, uma vez que apresentam vantagens como: facilidade no transporte,
possibilidade de reciclagem e diminui¢ao dos custos. Em todas as empresas avaliadas, o custo

da bebida na embalagem de vidro era superior ao das latas

5.8.2 Check all that apply (CATA)

Dos 35 atributos avaliados, cinco foram mais significativos para caracterizar os
tratamentos ao nivel de 5%, sendo eles: presenca de bolhas, presenca de espuma, aroma de
fermentado, aroma de acerola e aroma apodrecido. Sendo os termos aroma de fermentado e
aroma de acerola mencionados em uma propor¢ao acima de 80%, enquanto, presenca de bolhas
abaixo de 60% e preseng¢a de espuma e aroma apodrecido inferior a 40% (Tabela 22).

Apenas para o atributo “aroma de fermentado” ndo foi observada diferenga
significativa entre os tratamentos. Os tratamentos K2 e K3 diferiram entre si, tanto em relagao
a presenca de bolhas quanto a presenca de espuma, sendo o tratamento K3 o que apresentou o
maior numero de mengdes relacionadas a esses termos, 60 e 42%, respectivamente. Verificou-
se, assim, que os provadores atribuiram uma maior carbonatagdo para kombucha elaborada a
partir da infusdo de erva doce, em detrimento as kombuchas de ché verde e cidreira. Quanto ao
aroma de acerola, os tratamentos K1 e K2 diferiram significativamente, sendo esse aroma mais
percebido no tratamento K1, uma vez que foi mencionado mais de 90% das vezes. O aroma
apodrecido foi percebido de forma diferente nos tratamentos K1 e K3, sendo K3 o que

apresentou a menor quantidade de mengdes para esse termo (35%).
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Tabela 22 - Resultado do teste Q de Cochran para a lista dos atributos e frequéncia de escolha

de cada atributo por tratamento

Atributos p-valores Tratamentos™*
K1 K2 K3
Presenca de bolhas* 0,005 0,570  0,420? 0,600°
Presenca de espuma* 0,000 0,310  0,200? 0,420
Cor péssego 0,895 0,9502 0,9502 0,940?
Cor alaranjada 0,529 0,950 0,940 0,970?
Cor rosada 0,155 0,400? 0,490? 0,420?
Brilhante 0,779 0,900? 0,920° 0,9202
Translucida (limpida) 0,568 0,840? 0,8702 0,880*
Turva (presenca de material em suspensdo) 0,846 0,430 0,420 0,450?
Aroma de fermentado* 0,021 0,930 0,8402 0,840?
Aroma de acerola* 0,002 0,930° 0,800 0,8702°
Aroma frutado 0,196 0,920? 0,860? 0,910?
Aroma doce 0,428 0,810 0,770 0,830?
Aroma citrico 0,834 0,8902 0,8902 0,910?
Aroma de vinagre 0,085 0,710 0,690 0,610?
Aroma de erva 0,717 0,4602 0,4802 0,4402
Aroma de cha 0,975 0,500? 0,500? 0,4902
Aroma de cha verde 0,616 0,390° 0,430° 0,4302
Aroma de erva cidreira 0,491 0,390 0,420 0,450?
Aroma de erva doce 0,282 0,370? 0,380? 0,440?
Aroma fermentado de pao 0,130 0,470 0,540 0,470?
Aroma apodrecido* 0,024 0,490 00,4502 0,3502
Gosto doce 0,229 0,880 0,9202 0,860?
Gosto salgado 0,717 0,390? 0,360? 0,390?
Gosto acido 0,895 0,940 0,950 0,950?
Gosto amargo 0,272 0,5602 0,5702 0,630?
Sabor frutado 0,161 0,930 0,880 0,870?
Sabor de acerola 0,494 0,900? 0,860? 0,880?
Sabor de cha 0,446 0,570 0,530 0,580?
Sabor de cha verde 0,304 0,380? 0,430? 0,440?
Sabor de erva cidreira 0,099 0,380 0,450 0,470?
Sabor de erva doce 0,084 0,370? 0,390? 0,460?
Sabor de vinagre 0,478 0,530 0,520 0,580?
Sabor refrescante 0,091 0,890? 0,890? 0,830?
Sabor adstringente 0,256 0,680 0,710 0,630?
Sabor desagradavel 0,066 0,410° 0,540? 0,500?

Fonte: Autora, 2023

Legenda: K1 — ché verde, K2 — erva cidreira, K3 — erva doce. *p-valor menor que 0,05 indica significancia para
o atributo (teste Q de Cochran). ** Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas entre os

tratamentos a 5% de significancia, pelo teste de McNemar (Bonferroni).
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Os termos presen¢a de bolhas, presenca de espuma, aroma de fermentado, aroma
de acerola, aroma de vinagre, aroma apodrecido, sabor de erva cidreira, sabor de erva doce,
sabor refrescante e sabor desagradavel foram considerados relevantes para a caracterizagao
sensorial das bebidas, uma vez que apresentaram diferenca significativa ao nivel de 10% para
teste Q de Cochran (p-valor < 0,1), de acordo com a Tabela 23. De forma geral, os atributos:
aroma de fermentado, aroma de acerola e sabor refrescante foram os que melhor descreveram
as diferentes formula¢des de kombucha avaliadas, ja os atributos que menos caracterizaram as
bebidas foram: aroma de vinagre, aroma apodrecido e sabor desagradavel.

Neffe-Skocinska et al. (2017) avaliaram as propriedades sensoriais de kombuchas
obtidas a partir de um blend de cha verde e preto (30°C, 25°C, 20°C/ 10 dias de fermentacao)
¢ obtiveram: aroma acido/azedo, aroma de limdo, aroma de cha, sabor citrico, sabor acido e
sabor de ché, enquanto Alderson ef al. (2021) relataram: aspecto alaranjado, aroma azedo/4acido,
aroma de tomate, aroma de fermentado e sabor e gosto menos doce para kombuchas de cha
preto fermentadas durante 7 dias. Para kombuchas elaboradas a partir de cha verde e saborizadas
com polpa de maracuja foram encontrados os seguintes descritores: cor amarela, sabor de
maracujd, sabor acido, formagdo de gas e gosto de alcool (SILVA, 2021). Ja para kombuchas
produzidas com suco clarificado de caju, os termos mais significativos foram: aroma de cajuina,
aroma de caju, aroma doce, sedimentado, gosto doce, cor ambar e translucido (FREITAS,
2022).

Observou-se que a Andlise dos Componentes Principais (ACP) para o teste CATA
explicou adequadamente a variacdo dos dados para os diferentes tratamentos, visto que o
somatodrio de ACP1 (68,66%) e ACP2 (31,34%) foi de 100%. A Figura 18 representa a analise
dos componentes principais para as diferentes formula¢des de kombucha (produtos) e os termos
que as caracterizam (atributos).

De acordo com a Figura 18, observa-se que as trés amostras se encontram dispersas
no grafico, evidenciando a variedade das suas caracteristicas. A amostra K1, elaborada a partir
de cha verde, foi caracterizada pelos termos: aroma de fermentado e aroma de acerola. Esse
comportamento demonstra que o perfil aromatico do cha verde, utilizado como matéria prima,
ndo contribuiu de forma significativa para o perfil aromatico da kombucha, sendo mais
relevante o aroma oriundo dos compostos volateis organicos produzidos pelas leveduras
durante a fermentacdo (BISHOP et al., 2022), bem como o aroma do suco de acerola utilizado

na segunda fermentagao.
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Figura 18 - Analise de Componentes Principais dos tratamentos pelo CATA
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Fonte: Autora, 2023

A amostra K2, elaborada a partir da infusdo de erva cidreira foi caracterizada pelo
termo “‘sabor refrescante”, demonstrando que a utilizacdo desse substrato mantém uma
caracteristica marcante da kombucha tradicional que ¢ a sensacdo refrescante, termo utilizado
na definicdo da bebida por diversos autores. Segundo Vitas et al. (2019), as caracteristicas
quimicas e sensoriais classificam a kombucha no grupo das bebidas ndo alcoodlicas refrescantes.

J4 a amostra K3, elaborada com a infusao de erva doce foi caracterizada pelo termo
“aroma de acerola”, assim, a utilizacdo de erva doce como substrato na fermentagdo da
kombucha, possibilitou uma maior prevaléncia do aroma do suco de acerola utilizado na
segunda fermentagdo. Dessa forma, a fermentacdo da erva doce pode ter resultado na formagao
de uma menor quantidade de compostos volateis tipicos que caracterizam o aroma da
kombucha. De acordo com Bishop et a/, (2022), assim como em outras bebidas fermentadas,
as matérias-primas (diferentes tipos de chd) e os microrganismos (leveduras e bactérias) tém

um impacto significativo no perfil geral do aroma.
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5.8.3 Rate all that apply (RATA)

A partir do teste RATA foi possivel avaliar a intensidade dos termos listados

(Tabela 23) no CATA.

Tabela 23 - Média da intensidade dos atributos sensoriais do teste RATA pela ANOVA com
respectivos p-valor para cada um dos tratamentos

%k
Atributos K1 Tratz;nzentos K3 Pr > Fcl
Presenca de bolhas* 1,12 0,7° 1,22 0,004
Presenca de espuma* 0,5° 0,2° 0,82 <0,0001
Cor péssego 3,02 3,02 3,12 0,714
Cor alaranjada 2,92 2,92 3,02 0,806
Cor rosada 0,72 1,0° 0,8° 0,278
Brilhante 2,52 2,77 2,7% 0,577
Translucida (limpida) 2,12 2,32 2,42 0,518
Turva (presenca de material em suspensao) 1,12 0,92 1,12 0,602
Aroma de fermentado* 2,7% 2,42 1,9° 0,001
Aroma de acerola* 2.4 1,9° 2,42 0,006
Aroma frutado* 2,52 2,0b 2,52 0,012
Aroma doce* 2,02 1,6° A 0,010
Aroma citrico 2,64 2,22 2,52 0,129
Aroma de vinagre* 1,82 1,72 1,3° 0,030
Aroma de erva 0,82 1,02 0,92 0,871
Aroma de cha 0,92 0,92 1,02 0,701
Aroma de ché verde 0,6° 0,72 0,82 0,330
Aroma de erva cidreira 0,6? 0,72 0,82 0,328
Aroma de erva doce 0,6° 0,7° 1,0 0,052
Aroma fermentado de pao 1,02 1,22 0,92 0,291
Aroma apodrecido* 1,22 1,22 0,7° 0,039
Gosto doce 2,02 2,28 2,02 0,381
Gosto salgado 0,6? 0,6° 0,72 0,836
Gosto acido 3,12 2,92 3,02 0,465
Gosto amargo 1,72 1,32 1,42 0,675
Sabor frutado 2,7° 2,32 2,42 0,174
Sabor de acerola 2,52 2,28 2,32 0,208
Sabor de cha 1,12 1,12 1,32 0,325
Sabor de cha verde 0,6? 0,72 0,9° 0,163
Sabor de erva cidreira 0,62 0,82 0,92 0,152
Sabor de erva doce* 0,6° 0,6° 1,0 0,014
Sabor de vinagre 1,02 1,12 1,32 0,301
Sabor refrescante 2,64 2,52 2,42 0,509
Sabor adstringente 1,72 1,62 1,72 0,714
Sabor desagradavel 0,82 1,12 1,02 0,250

Fonte: Autora, 2023

Legenda: K1 — cha verde, K2 — erva cidreira, K3 — erva doce. *Atributos que apresentaram diferenga na
intensidade (p<0,05). **M¢édias nas linhas seguidas por letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os
tratamentos a 5% de significancia, pelo teste de McNemar (Bonferroni).
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Houve diferenca (p<0,05) na intensidade de nove atributos (Figura 19), com 2

relacionados a aparéncia, 6 referentes ao aroma e 1 correspondendo ao sabor.

Figura 19 - Principais atributos e graus de intensidade para os tratamentos
elaborados de acordo com 0 RATA
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Fonte: Autora, 2023.

Em relagdo a presenca de bolhas, ambas as amostras apresentaram pouquissima
intensidade, sendo o tratamento K2 o que apresentou a menor intensidade (0,7), e o que diferiu
significativamente dos demais (p<0,05). Quanto a espuma, os provadores praticamente nao
perceberam a sua formagao nas amostras K2 (0,2) e K1 (0,5) e ndo houve diferenga significativa
entre elas (p<0,05). Ja a amostra K3 diferiu das demais, sendo classificada como “pouquissimo”
quanto a presenca de bolhas. Dessa forma, ¢ possivel constatar que, segundo os provadores,
todas as formulagdes elaboradas apresentaram baixa carbonatacao, resultando em pouquissima
ou quase nenhuma formag¢do de bolhas e espuma. De acordo com Bishop et al. (2022), a
sensacdo oral associada a bebidas carbonatadas ¢ o formigamento, e a carbonatacdo depende da
temperatura. A medida que a temperatura da bebida diminui, ocorre 0 aumento da sensacio de
formigamento na boca. Um fator que pode ter contribuido para a falta de percepgdo dessa

sensag¢ao foi a falta de climatizacdo da sala em que a analise sensorial foi realizada.
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A intensidade em rela¢do ao “aroma de fermentado” variou entre pouca e média,
ndo houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos K1 (2,7) e K2 (2,4) que apresentaram
intensidade superior ao tratamento K3 (1,9). Esse termo também foi inserido na lista de
descritores CATA com mencdes superiores a 80%, sendo considerado relevante para perfil
sensorial das kombuchas elaboradas.

Os tratamentos K1 (2,4) e K3 (2,4) apresentaram a mesma intensidade em relagao
ao “aroma de acerola”, superior ao tratamento K2 (1,9), que diferiu significativamente dos
demais (p>0,05), porém, ambos se apresentaram na faixa de pouca intensidade. Para o atributo
“aroma frutado”, conforme o esperado, observou-se comportamento semelhante: os tratamentos
K1 (2,5) e K3 (2,5) ndo diferiram entre si e foram superiores em relacdo a intensidade do aroma
frutado no tratamento K2 (2,0).

Todas as amostras também apresentaram pouca intensidade em relagdo ao “aroma
doce”, sendo o tratamento K3 (2,2) o que apresentou maior intensidade. Houve diferenca
significativa entre os tratamentos K3 e K2 (1,6) e o tratamento K1 (2,0) ndo diferiu dos demais
(p>0,05).

Quanto ao “aroma de vinagre”, e ao “aroma apodrecido” o comportamento dos
tratamentos foi semelhante, variando de pouca ou pouquissima a intensidade para o aroma de
vinagre e pouquissima para o aroma apodrecido. Sendo a amostra K3 a que apresentou menor
intensidade para o aroma de vinagre (1,3) e para o aroma apodrecido (0,7), diferindo das
amostras K1 e K2 que apresentaram intensidade superiores e ndo diferiram entre si (p>0,05).

Dessa forma, o tratamento K2, elaborado a partir da infusdo de erva cidreira
apresentou menor intensidade em relacdo aos aromas de acerola, frutado e doce, enquanto a
amostra K3, obtida a partir da fermentacdo da infusdo de erva doce, possuiu maior intensidade
em relacdo ao aroma doce e menor intensidade quanto aos aromas de fermentado, de vinagre e
apodrecido.

Os compostos aromaticos das kombuchas podem estar associados aos constituintes
do ché ou de outras matérias primas utilizadas, bem como a fonte de agucar utilizada e aos
compostos organicos volateis (COV) produzidos pelos microrganismos durante a fermentagao
(TRAN et al., 2020). No entanto, o perfil aromatico tipico do cha ndo parece desempenhar um
papel significativo no perfil aromatico caracteristico da kombucha. Em vez disso, o perfil do
aroma ¢ dominado principalmente por 4cido acético e COV produzidos pelas leveduras

(BISHOP et al., 2022)
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A composi¢do e concentracdo dos COV variam de acordo com os estigios de
fermentagdo da kombucha, e com a temperatura de fermentagdo. Além disso, a produgdo de
metabolitos como 4cidos organicos, durante a fermentacdo, também contribui para a
experiéncia sensorial geral. Os principais COV relatados na literatura sdo classificados em:
acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e benzenoides (ZHANG et al., 2021).

A variacdo das concentragdes dos compostos volateis resulta em diferentes perfis
aromaticos da kombucha de acordo com a evolugdo da fermentacdo: notas citricas, florais,
doces e de laranja na fase inicial (dominagdo de geraniol e linalol), na fase intermediaria, entre
o segundo e o quarto dia de fermentagdo, intenso citrico, herbal, lavanda e bergamota (sintese
de a-farneseno). Ja a partir do sétimo dia, predominam notas doces, florais, de pao e de mel
(sintese de 2-feniletanol) (SUFFYS et al., 2023).

Diferentemente do CATA, que ndo apresentou nenhum atributo significativo em
relacdo a percepcao de sabor, na andlise do RATA, os provadores conseguiram perceber, ainda
que sendo considerado “pouquissimo”, a intensidade do sabor de erva doce. Apesar dos valores
ndo diferirem significativamente (p>0,05) entre as amostras, o tratamento K3 (0,7), elaborado
a partir da infusdo de erva doce, apresentou uma intensidade ligeiramente superior aos
tratamentos K1(0,6) e K2 (0,6). Por tanto, a concentragdo de erva doce utilizada foi suficiente
para que os provadores percebessem a sua presenca na formulagdo da K3.

Neffe-Skocinska et al. (2017) obtiveram alta intensidade para os aromas de cha e
citrico e baixa intensidade para os aromas de acido acético e de levedura. Com relagao ao sabor,
observaram alta intensidade para os sabores de cha, citrico e 4cido e baixa intensidade para os
sabores amargo, de levedura e de 4cido acético. Vale ressaltar que os tratamentos das diferentes

temperaturas se comportaram de forma semelhante.

5.8.4 Aceitabilidade e intencdo de compra das kombuchas produzidas

A Tabela 24 apresenta as médias de cada atributo para cada tratamento calculadas
por ANOVA e teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05) juntamente com o indice de
aceitacdo. De acordo com os dados, € possivel verificar que dentre todos os atributos avaliados,
s6 houve diferenga significativa entre as amostras com relacdo ao aroma. Esses resultados
demostram que o uso dos diferentes substratos (cha verde, erva doce e cidreira) na fermentagao
da kombucha dos diferentes tratamentos ndo influenciaram na aceitabilidade sensorial das

bebidas, com exce¢do do aroma.
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Tabela 24 - Médias e indice de aceitagdo dos atributos sensoriais dos tratamentos avaliados

Tratamentos Indice de Aceitacio (%)
Atributos
K1 K2 K3 K1 K2 K3
Aparéncia 7,02 6,82 6,92 77,782 75,562 76,672
Aroma 5,4° 5,3b 6,5° 60,00° 58,89b 72,222
Sabor 6,7° 6,4° 6,3? 74,442 71,112 70,002
Aceitagdo global 6,6% 6,42 6,32 73,332 71,112 70,002
Intencdo de 340 3,30 3,00 i ] ]
compra

Fonte: Autora, 2023

Legenda: K1 — cha verde, K2 — erva cidreira, K3 — erva doce. *valores seguidos de letras diferentes, nas linhas,
indicam diferenca significativa de acordo com analise de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia (p <
0,05).

Quanto a aparéncia, os tratamentos foram todos bem aceitos, obtendo pontos
relacionados ao “Gostei”, na escala hedonica de nove pontos. J& em relagdo ao aroma, o
tratamento K3 diferiu-se dos tratamentos K1 e K2, que ndo diferiam entre si (p < 0,05). Para
esse atributo, a pontuacgdo variou entre “Nem gostei nem desgostei” para as amostras K1 e K2
e “Gostei pouco” para a amostra K3, revelando que a infusdo de erva doce como substrato da
fermentacdo da kombucha contribui para um maior valor médio de aceitacdo do aroma da
bebida. Os atributos sabor e a aceitagdo global se comportaram de forma semelhante, apesar
das amostras ndo diferirem entre si. O tratamento K1 apresentou pontuacdo mais proxima ao
“Gostei” em ambos os atributos, enquanto os tratamentos K2 e K3, ficaram mais préximos ao
“Gostei pouco”, também para os dois atributos na escala heddnica. Esse comportamento mostra
que aceitacdo global refleti de maneira geral a percep¢do do provador, comprovando que o
sabor e a aparéncia influenciaram diretamente para a aceitagdo positiva das kombuchas
avaliadas.

J& em relagdo a inten¢do de compra, os provadores declararam que “Talvez
compraria/talvez ndo compraria” para todos os tratamentos avaliados. Dessa forma, apesar dos
atributos: aparéncia, sabor e aceitacao global apresentarem uma aceitabilidade positiva, o aroma
parece ter influenciado de maneira negativa sob a inten¢do de compra, uma vez que esse atributo
foi o que obteve a menor aceitagdo, contribuindo para a duvida em relagdo a compra das
kombuchas em questao.

Vale salientar que a maioria dos provadores (85%) informou que nunca havia

consumido kombucha, mas, ainda assim, os indices de aceitacao obtidos neste trabalho foram
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condizentes aos encontrados em trabalhos semelhantes, mostrando que a saborizac¢ao da bebida
com suco de acerola pode contribuir para uma maior aceitagdo e inser¢do do produto no
mercado.

Paludo (2017), também observou menores indices de aceitacdo para o atributo
“odor” em kombuchas obtidas a partir de chd verde e extrato de erva-mate, tanto no produto
artesanal (57,78 %) quanto no produto obtido em escala laboratorial (51,43 %). Também foram
avaliados os atributos: aparéncia, cor, sabor, sabor residual e aceitagdo global, no entanto, para
os dois tratamentos avaliados (artesanal - laboratorial), s6 houve diferenca significativa para o
“odor”. Sendo os atributos aparéncia (75,24 - 76,51%) e cor (76,19 - 77,14%) os que
apresentaram os maiores indices de aceitagao.

Ja Duraes et al. (2021) avaliaram duas formulagdes de kombucha, uma tradicional
e outra em que o agucar foi substituido por batata yacon, os resultados demostraram que nao
houve diferencga significativa quanto a aceitagdo dos atributos: cor, aroma, sabor e aceitacao
global. Apesar disso, constatou-se que a kombucha a base de yacon foi menos classificada em
todos os atributos, porém foi bem aceita dentro do limite do indice de aceitagdo. O aroma e o
sabor foram os atributos que obtiveram as menores pontuagdes para kombucha a base de yacon,
70,71 e 70% respectivamente. Portanto, para trabalhos futuros, os autores sugeriram aumentar
a concentragdo de extrato de yacon na formulagdo para corresponder ao teor de solidos da
kombucha tradicional, adicionar adogantes ndo caloricos e realizar teste de aceitacdo com
diferentes tempos de fermentagao.

Yikmis e Tuggiim (2019), avaliaram as propriedades microbioldgicas, fisico-
quimicas e sensoriais de formulagdes de kombucha contendo diferentes proporcdes de cha preto
e de manjericdo roxo e concluiram que a formulagdo com 100% de chd de manjericao
apresentou melhor aceitagao global.

Para que um produto seja bem aceito comercialmente o seu indice de aceitagdo deve
ser igual ou superior a 70% (TEIXEIRA et al., 1987), dessa forma, pode-se considerar que todas
as formulagdes desenvolvidas neste trabalho seriam comercializadas de forma satisfatoria.
Demostrando que a utilizacdo das infusdes de erva cidreira e erva doce também podem ser
utilizadas para a elabora¢do de kombucha, ja que obtiveram atributos sensoriais semelhantes
aos obtidos pela kombucha tradicional, fermentada a partir de ché verde. Além disso, observa-
se também que a saborizacao das bebidas a partir da adicao de suco de acerola em uma segunda

fermentagdo, também contribuiu para uma boa aceitacao dos produtos.
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5.9 Caracterizaciao dos canudos

Apos os tratamentos aplicados as peliculas de celulose resultantes da fermentagao
da kombucha, foi possivel obter um material bastante maleavel e resistente ao rasgo, que
proporcionou uma facil modelagem para a obtencao dos canudos. Os canudos apresentaram um
aspecto opaco e fosco, estrutura coesa, ndo sendo necessario a adicdo de agentes ligantes ou
coesivos para a sua manutencao, sendo isso uma grande vantagem em relacdo aos canudos de

papel. A Figura 20 apresenta os canudos obtidos apos todas as etapas.

Figura 20 - Canudos obtidos a partir do SCOBY da kombucha

Fonte: Autora, 2023.

A tabela 25 contém os resultados das andlises realizadas para a caracterizagdo dos
canudos. Os protdtipos apresentaram em média 1,08 g; 180 mm de comprimento; 0,16 mm de
espessura; e didmetro interno de 7,12mm. Por outro lado, Guo et al. (2023), ao avaliar impactos
ambientais de trés tipos de canudos diferentes (polipropileno, papel e acido polilatico)

comumente usados na China, obtiveram dimensdes superiores as encontradas neste estudo. Para



120

esses autores a massa variou entre 1,66 e 3,45 g; o comprimento 212 a 240 mm; e o didmetro
entre 11 e 12 mm, sendo o canudo de polipropileno o que apresentou a menor massa € 0 maior
comprimento. Para Guo et al. (2023) as variagdes entre as principais caracteristicas dos
diferentes tipos de canudos se devem as diferencas nas matérias-primas e nas técnicas de

processamento.

Tabela 25 — Caracteristicas dos canudos produzidos a partir do SCOBY da kombucha

Analises Resultados

Massa (g) 1,08 0,15
Comprimento (mm) 180 + 0,00
Espessura (mm) 0,16 £ 0,05
Diametro interno (mm) 7,12+ 0,20
Umidade (%) 5,12+0,32
Umidade absorvida (%) 67,45+ 1,16
Solubilidade em agua (%) 0,97 + 0,07
Solubilidade em acido (%) 0,84 +£0,22

Fonte: Autora, 2023.

No entanto, os canudos a base de celulose da kombucha produzidos neste estudo
apresentaram dimensdes semelhantes a alguns canudos comercializados no Brasil. A partir de
buscas na internet foram encontrados canudos de papel medindo 195 mm de comprimento e
6mm de diametro (DICARTA, 2023) e canudos plasticos medindo 200 mm de comprimento e
8 mm de didmetro (BRESTER, 2023). Nao foram encontradas normas e especificagdes que
estabelecem as dimensdes que os canudos devem apresentar para serem comercializados no
Brasil. Porém, a ISO 18188:2016 — especifica as caracteristicas gerais, requisitos ¢ métodos
para testes em canudos de polipropileno. Essa norma ¢ aplicavel a canudos com didmetro
interno de 3 mm a 12 mm e exige ensaios de medi¢do de didmetro, comprimento, espessura,
dentre outros (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2016).

Os resultados indicaram que os protdtipos obtidos neste estudo apresentaram uma
baixa umidade (5,12%), o que seria outra grande vantagem. Ja que, segundo Jones et al. (2016),

o teor de umidade pode alterar o mddulo de elasticidade do biopléstico resultante, e dessa forma,
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interferir nas propriedades de resisténcia mecanica dos canudos. Silva (2018) obteve resultados
de umidade superiores para todos os filmes produzidos com diferentes propor¢des de celulose
bacteriana e goma de cajueiro, onde os valores variaram entre 9,23 e 10,71%, sendo a
formulagdo que possuia 100% de goma de cajueiro a que apresentou o maior teor de umidade.
Segundo a autora, o carater hidrofilico que a goma apresenta facilita a absor¢do de agua nos
filmes.

Os canudos a base de celulose da kombucha absorveram aproximadamente 67% de
agua apos exposi¢ao ao liquido por 40 minutos. Porém, esse alto indice de absor¢dao de umidade
jé ¢ esperado, uma vez que Jerez ef al. (2007) determinaram que a absor¢do de dgua de varios
bioplasticos variava entre 40% e 320%. Entretanto, a taxa de absor¢do de agua deve ser
controlada, ja que essa caracteristica altera as propriedades do bioplastico, reduzindo a sua
resisténcia a tragdo, o que pode comprometer a integridade estrutural do canudo durante o uso
(WANG et al., 2020; JONES et al., 2016). A etapa de aplicagdo do 6leo de soja durante a
produgdo do canudo contribuiu para diminui¢do do indice de absor¢ao de agua.

Por outro lado, a capacidade de absor¢ao de agua tem relagdo direta com a rapida
biodegradacdo dos materiais, tanto por intemperismos fisicos, quanto bioloégicos (ALMEIDA
et al., 2020). Assim, analisando sob essa perspectiva, os resultados encontrados neste estudo
sdo relevantes, uma vez que os canudos tém estimativa de vida util de 4 minutos, mas demoram,
em média, 400 anos para se decompor (SILVA et al., 2021). Dessa forma, para esse tipo de
material, € aceitavel que ele perca resisténcia mecanica e sofra deformagdes a partir de um certo
tempo, uma vez que rapidamente serd descartado.

Os resultados de solubilidade em agua e em acido demonstraram que os protdtipos
depositaram poucos residuos nos liquidos utilizados no teste, indicando que os canudos nao irdo
desprender grandes quantidades de residuos nas bebidas que serdo consumidas. Além disso, os
valores obtidos neste estudo foram inferiores aos de Costa et al. (2017) para filmes de amido
de feijdo macégar, os quais ja consideravam 14%, um baixo grau de solubilidade em agua.
Almeida et al. (2020) produziram filmes de amido, quitosana, gelatina e glicerol e consideraram

os resultados promissores, mesmo com valores de solubilidade superiores aos aqui relatados.
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5.10 Teste de viabilidade dos canudos

A fim de avaliar a integridade dos canudos utilizou-se bebidas que sdo comumente
consumidas com esses dispositivos, como refrigerante e suco de fruta.

Os ensaios de integridade permitem avaliar a viabilidade, atestando que nenhum
fragmento de seu revestimento ou matriz se rompa ou se desintegre, prejudicando sua
funcionalidade (SILVA et al., 2021).

Dessa forma, os prototipos foram imersos em refrigerante de cola e suco de caja e
tiveram a sua viabilidade avaliada durante 20 minutos (Figura 21). De 5 em 5 minutos, um
voluntério fazia a suc¢do dos liquidos utilizando os canudos, que ficavam imersos nas bebidas,
e avaliava: integridade, viabilidade de suc¢do e transferéncia de sabor do canudo para a bebida.
Os testes foram realizados em duplicata.

Os protdtipos apresentaram-se integros e com Otima capacidade para suc¢dao em
ambos os liquidos até o tempo de 20 minutos. Apds 15 minutos, percebeu-se uma sutil
transferéncia de sabor do canudo para o liquido, um pouco mais evidente no refrigerante. No
entanto, essa interferéncia de sabor ndo foi acentuada no tempo de 20 minutos. De maneira
geral, os canudos apresentaram uma boa viabilidade, uma vez que se mantiveram coesos,
consistentes e integros, caracteristicas que possibilitaram a succ¢ao dos liquidos até o tempo
maximo do teste (20 minutos). Apos os testes, os canudos foram removidos dos liquidos e ainda
assim permaneceram intactos, como mostra a Figura 22.

Silva et al. (2021), também obtiveram resultados promissores para canudos a base
de amido e gel de Aloe vera, uma vez que os protdtipos apresentaram uma boa viabilidade
durante 15 minutos imersos em diferentes bebidas (achocolatado, 4gua de coco, Coca-Cola e

suco de laranja).
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Figura 21 - Canudos imersos em refrigerante tipo cola e
suco de caja nos diferentes tempos de observagao

Tempo 20 min

Fonte: Autora, 2023.
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Figura 22 - Canudos apds 20 minutos imersos nos liquidos

Fonte: Autora, 2023.

5.11 Teste de biodegradac¢ao dos canudos

O teste de biodegradacao foi realizado visando observar a degradacao dos canudos
produzidos em solo simulado. A partir do quinto dia de analise ja foi possivel observar uma
perda de massa de 1,6 % dos canudos (Figura 23), porém essa perda foi mais significativa a
partir do 35° dia (39,1%) e ao final dos 45 dias do teste, os canudos se desintegram totalmente.
Esses resultados demonstraram que os canudos a base do SCOBY da kombucha apresentam
uma alta biodegradabilidade.

De acordo com Campos et al. (2011), o processo de biodegradagao ocorre, pois, as
macromoléculas presentes no material, como proteinas, polissacarideos e celulose, sdo
degradéaveis em sistemas biologicos por hidrolise seguida de oxidacao.

Durante a biodegradagdo, ocorre inicialmente a modificagdo das propriedades
mecanicas, quimicas e fisicas do material devido ao crescimento de microrganismos no seu
interior ou na sua superficie. Em seguida, inicia-se a biofragmentacdo pela acdo de
microrganismos. E por fim, ocorre a assimilagdo, onde os microrganismos convertem a matéria
organica degradada em CO., dgua e biomassa (LUCAS et al., 2008).

Diante do problema ambiental que envolve a utilizacdo de canudos plasticos
convencionais para bebidas, vérias pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de substituir

o pléstico por matérias primas mais sustentaveis. Isso porque a degradacdo completa dos
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plasticos leva muitos séculos devido a sua durabilidade. J4 que os microrganismos na natureza
ndo evoluiram para degradar eficientemente os polimeros derivados de petrdleo (GADE et al.,
2013; HARDING et al., 2007).

Nesse sentido, Liu ef al. (2022) avaliaram a biodegradabilidade de canudos de papel
superhidrofobicos enterrando-os no subsolo por 6 a 70 dias e concluiram que os canudos podem
ser completamente degradados pelos microrganismos em 200 dias, com base nas taxas de perda
de peso observadas.

Ja Yang et al. (2021), obtiveram resultados semelhantes a este estudo ao avaliarem
a biodegradabilidade de canudos a base de celulose bacteriana. Os autores observaram que apds
15 dias, os canudos se partiram em grandes fragmentos, aos 45 dias esses fragmentos ja estavam
minusculos e ap6s 60 dias, os canudos ja estavam totalmente integrados ao solo, indicando uma

degradagdo quase total.

Figura 23 - Tempo de biodegradagdo dos canudos
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Fonte: Autora, 2023.

Nesse viés, os canudos produzidos a partir das peliculas de celulose obtidas através
do processo de fermentacdo da kombucha, consistem em uma alternativa vidvel para a

substitui¢do de canudos derivados de petrdleo, j4 que os resultados demonstraram que os
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prototipos apresentaram dimensdes e propriedades compativeis para o uso, boa capacidade de
absorcao de 4agua, baixa solubilidade e alta capacidade de biodegradacao.

A metodologia de obtencao dos canudos, bem como o produto resultante gerou um
pedido de depdsito de patente, sob o numero de processo: BR 10 2023 006329 2 (COELHO et
al., 2023).
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6 CONCLUSOES

As infusdes ndo usuais de erva cidreira e erva doce consistiram em substratos
viaveis para a fermentacdo da kombucha, apresentando caracteristicas semelhantes a bebida
tradicional. Porém, a kombucha a base de erva cidreira obteve melhor eficiéncia na quebra da
sacarose e consumo dos monossacarideos, enquanto a bebida a base de erva doce apresentou
maiores concentragdes de produtos (4acido acético, acido latico e etanol), demonstrando a
alternancia dos microrganismos envolvidos nesse processo. Em relacdo a segunda fermentagao,
a adi¢do do suco de acerola contribuiu para modifica¢des dos pardmetros de cor e no incremento
de compostos bioativos em todas as formulagdes. Quanto aos pardmetros microbioldgicos, as
contagens de leveduras e bactérias acéticas foram mais elevadas na kombucha saborizada de
erva doce do que na de erva cidreira. Além disso, as kombuchas contendo suco de acerola
apresentaram-se estaveis aos trés meses de armazenamento refrigerado.

“Possiveis beneficios a satide atribuidos ao consumo da kombucha” foi considerado
o fator determinante na decisdo de compra, sendo o fator de maior relevancia de acordo com a
escala Best-Worst.

A kombucha saborizada a base de erva doce foi a mais bem avaliada no teste de
aceitacdo. Os descritores “aroma de fermentado”, “aroma de acerola” e “sabor refrescante”
foram os mais mencionados no teste CATA para caracterizar as kombuchas. J& os atributos
relacionados ao aroma foram os mais significativos no teste RATA.

A partir do material celulésico resultante da fermentacdo das kombuchas, foi
possivel produzir canudos que apresentaram dimensdes e propriedades compativeis para o uso,
boa capacidade de absor¢cdo de 4dgua, baixa solubilidade e alta capacidade de biodegradagao,
consistindo em uma alternativa mais sustentavel para a substitui¢do dos canudos derivados de
petroleo.

Para trabalhos futuros seria interessante estudar os pardmetros de fermentagdo da
kombucha para otimizar a producdo de celulose visando a produ¢do dos canudos em larga
escala, bem como, realizar testes de porosidade, resisténcia a tracdo, citotoxicidade nos

prototipos, com intuito de estudar melhor esses dispositivos.
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APENDICE A - FICHA DA ANALISE SENSORIAL DAS KOMBUCHAS
PRODUZIDAS

COLOQUE O NUMERO DA PRIMEIRA AMOSTRA QUE VOCE RECEBEU:

1.0 Vocé recebeu uma amostra de kombucha em uma taga, OBSERVE-A e avalie quanto a sua APARENCIA:

1.1) O quanto vocé gostou ou desgostou da APARENCIA dessa amostra?
2 3 a 5 6 7 8 =

@ ® ® 6 6 6060 @ ®

Desgostel  Desgostei Desgostei  Desgostei Nem gostei  Gostei
muitissimo  muito pouco nem pouco

Gostei Gostel Gostei
muite  muitissima

desgostei

Coloque aqui suas impressdes com relagdo a aparéncia da bebida;

1.2. Abaixo estdo listados varios termos descritores de aparéncia. OBSERVE a amostra e marque o GRAU DE INTENSIDADE dos termos que a

CARACTERIZAM:

DESCRITORES

Nada Pouquissimo Pouco Médio Muito Muitissimo

Presenca de bolhas

(G C )

Presenca de espuma

Cor péssego

Cor alaranjada

Cor rosada

Brilhante

Translicida (limpida)

~ ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~

Turva (presenca de material em suspensio)

~ ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~

) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )

~ ~| ~| ~| ~| ~| ~
~ ~| ~| ~| ~| ~| ~

2.0 Faga movimentos circulares com a taga e aproxime do nariz, sinta o cheiro da kombucha e avalic 0o AROMA:

2.1) O quanto vocé gostou ou desgostou do AROMA dessa amostra?
4

1 2 3 5 6 7
Desgostel Desgostei Desgostel Desgostel Nem gosted
muitissimo  muito pouco nem

8 9

@ ©

Gostel Gostei
muito  muitissimo

Gostei Gostei
pouco
desgostel

Coloque aqui suas impressdes com relagdo ao aroma da bebida;

2.2. Abaixo estdo listados varios termos descritores de aroma. OBSERVE a amostra e marque o GRAU DE INTENSIDADE dos termos que a

CARACTERIZAM:
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DESCRITORES

Nada Pouquissimo Pouco Médio Muito Muitissimo

Aroma de fermentado

)

(G C ) ¢ )

Aroma de acerola

Aroma frutado

Aroma doce

Aroma citrico

Aroma de vinagre

Aroma de erva

Aroma de cha

Aroma de cha verde

Aroma de erva cidreira

Aroma de erva doce

Aroma fermentado de pdo

~ ~ N ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~|] ~| ~| ~

Aroma apodrecido

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )

~ ~ Nl ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~|] ~| ~[ ~

¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )

~ ~ Nl ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~|] ~| ~

) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )

~ ~ ~l ~| ~| ~| ~| ~| ~| ~|] ~| ~

3.0 Prove a bebida e avalie 0o SABOR:

3.1) O quanto vocé gostou ou desgostou do SABOR dessa amostra?
4

1 2 3 5 6 7
Desgostel  Desgostel  Desgostel  Desgostel Nem gosted

muitissimo  muita pouco nem
desgostei

8 9

@ ©

Gostei Gostei
muito  muitissimao

Gostei Gostei

pouco

Coloque aqui suas impressGes com relagdo ao sabor da bebida;

3.2) Abaixo estdo listados varios termos descritores de sabor. OBSERVE a amostra e marque o GRAU DE INTENSIDADE dos termos que a

CARACTERIZAM.
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DESCRITORES

Nada Pouquissimo Pouco Médio Muito Muitissimo

Gosto doce

) ) C ) ¢ )

Gosto salgado

Gosto acido

Gosto amargo

Sabor frutado

Sabor de acerola

Sabor de cha

Sabor de cha verde

Sabor de erva cidreira

Sabor de erva doce

Sabor de vinagre

Sabor refrescante

Sabor adstringente

Sabor desagradavel

) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )
) )

¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )
¢ )

) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )
) ¢ )

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

4.0 De MANE

IRA GLOBAL, indique o quanto gostou ou desgostou da amostra sinalizando abaixo:

4.1) ACEITACAO GLOBAL?
2 3 4

®@ ® ® ©

Desgostel  Desgostei  Desgostel  Desgostel Nem gostel  Gosted Gostei Gostel Gostei

muitissimo  muito pouco

Comentarios:
5

© © © ©

nem pouce muite  muitissimo

desgostel

4.2) Caso

vocé encontrasse essa bebida no mercado, qual seria sua INTENCAO DE COMPRA?

~ A~ N N~
~ O~ N~~~

Certamente compraria
Provavelmente compraria
Talvez comprasse/talvez ndo comprasse

Provavelmente ndo compraria

Certamente ndo compraria
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PERFIL DO CONSUMIDOR

Nome: Data de degustacio das bebidas: / /

Idade:

) Menos de 18 anos
) Entre 18 e 25 anos
) Entre 26 e 35 anos
) Entre 36 e 50 anos
) Entre 51e 65 anos

~ NSNS

) Acima de 65 anos

Responda as seguintes questoes:

a) Vocé gosta de suco de acerola? Sim () Nao ()
b) Vocé sabe o que é kombucha? Sim () Nao ()

¢) Vocé ja consumiu kombucha? Sim () Nao ()

Caso tenha respondido que sim a pergunta anterior, com que frequéncia costuma consumir tais bebidas?

Suco de Acerola Kombucha
Diariamente () ()
2 ou 3 vezes por semana () ()
1 vez por semana () ()
Quinzenalmente () ()
Mensalmente () ()

Semestralmente () ()
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