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RESUMO

O ché& de kombucha é uma bebida refrescante de sabor caracteristico, levemente doce e &cido,
consumida no mundo todo. Enaltecida devido suas propriedades desintoxicantes e energizantes,
é obtida em até 15 dias a partir da primeira fermentacdo (F1) do cha adogado de folhas do
género Camellia sinensis no qual se inocula uma solucéo acidificante (starter) juntamente com
a Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras (SCOBY). A partir disso, disponibiliza-se a
opcao de incorporar diferentes sabores a bebida por meio de técnicas de infusdo de frutas,
polpas, especiarias ou ainda, extratos em uma segunda etapa de fermentacao (F2). Importa para
tanto, o controle de algumas variaveis influentes no processo como temperatura, luminosidade,
oxigenacgdo e assepsia, paralelamente ao acompanhamento de pardmetros como pH, acidez
total, teor de alcool e de acucares por meio de metodologias e aparelhos especificos. Nesse
contexto, a presente pesquisa aplica-se a Baud Kombucha® com o objetivo de avaliar a
utilizacdo de aromas naturais na flavorizacdo do kombucha nédo alcodlico, como substitutos as
polpas comerciais comumente utilizadas em escala industrial. Desta forma, buscou-se ressaltar
aromas e sabores adicionados a bebida, conferindo também, padronizacao e estabilidade aos
lotes. Os sabores regionais de caja e de caju, ja comercializados pela marca, foram selecionados
devido a sua representatividade e disponibilidade no mercado. Assim, ensaios foram
esquematizados em trés partes fundamentais, para verificacdo da influéncia da concentragéo de
carboidrato sob a F1 (Preliminares), determinacdo das melhores concentracdes de aromas
naturais e de polpas de ambos os sabores para F2 (Iniciais de bancada) e avaliacdo cinética da
fase de maturacdo e gaseificacdo natural da bebida ndo pasteurizada. Em todos os casos, as
receitas e concentragOes utilizadas foram ocultadas por questdes de sigilo industrial, sendo
avaliados parametros como pH, solidos sollveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT),
Ratio, cor, densidade, espumabilidade e producdo de CO,. Por fim, prosseguiu-se com a
caracterizacdo nutricional dos melhores resultados obtidos, também quanto a fenolicos
individuais e atividade antioxidante. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios,
demonstrando uma alta capacidade antioxidante e a presenca de nove compostos fenolicos
caracterizados por cromatografia. Apesar disso, ndo foram evidenciados faatores significativos
que indiguem a substituicdo das polpas por aromas naturais na flavorizacdo do kombucha de
caja e de caju.

Palavras-chave: cha fermentado; segunda fermentacao; flavorizantes naturais; frutas do
nordeste brasileiro; aromas naturais.



ABSTRACT

Kombucha tea is a refreshing drink with a characteristic flavor, slightly sweet and acidic,
consumed all over the world. Praised for its detoxifying and energizing properties, it is obtained
in up to 15 days from the first fermentation (F1) of tea sweetened with leaves of the genus
Camellia sinensis in which an acidifying solution (starter) is inoculated together with the
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts (SCOBY). From this, the option of incorporating
different flavors to the drink is available through infusion techniques of fruits, pulps, spices or
extracts in a second fermentation stage (F2). Therefore, it is important to control some variables
that influence the process, such as temperature, luminosity, oxygenation and asepsis, in parallel
with the monitoring of parameters such as pH, total acidity, alcohol and sugar content through
specific methodologies and devices. In this context, the present research applies to Baua
Kombucha® with the objective of evaluating the use of natural aromas in the flavoring of non-
alcoholic kombucha, as substitutes for commercial pulps commonly used on an industrial scale.
In this way, we sought to emphasize aromas and flavors added to the beverage, also providing
standardization and stability to the batches. The Regional flavors of Caja and Cashew, already
commercialized by the brand, were selected due to their representativeness and availability in
the market. Thus, tests were outlined in three fundamental parts, to verify the influence of the
carbohydrate concentration on the F1 (Preliminaries), determination of the best concentrations
of natural aromas and pulps of both flavors for F2 (Initials of bench) and kinetic evaluation of
the maturation phase and natural gasification of the unpasteurized drink. In all cases, the recipes
and concentrations used were hidden for reasons of secrecy, parameters such as pH, TSS, ATT,
Ratio, color, density, foamability and CO2 production being evaluated. Finally, we proceeded
with the nutritional characterization of the best results obtained, also in terms of total phenolics,
antioxidant activity and minerals. The results obtained were quite strong, demonstrating a high
antioxidant capacity and the presence of new phenolic compounds characterized by
chromatography. Despite this, there were no significant indications that indicate the
replacement of pulps by natural aromas in the flavoring of caja and cashew kombucha.

Keywords: fermented tea; second fermentation; natural flavorings; fruits from the Brazilian
northeast; natural flavors.
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1 INTRODUCAO

Originario de Manchuria - nordeste da China, o cha de kombucha é uma bebida
refrescante, de sabor caracteristico (levemente doce e acido), consumida em todo o mundo.
Enaltecida devido suas propriedades desintoxicantes e energizantes durante a dinastia Tsin no
ano de 220 a.C, a bebida era chamada “elixir da imortalidade”, sendo hoje conhecida por
diversos nomes como cha-kvass na Russia, funkochineses na Italia ¢ KochaKinoko no Japao.
Globalmente difundida por marinheiros e comerciantes, o0 kombucha emergiu na Europa nos
anos posteriores a segunda guerra mundial, atingindo maior reconhecimento em 1950 na Itélia
e popularizando-se gradativamente desde entdo (JAYABALAN et al., 2014).

O Kombucha é obtido a partir da fermentacdo do cha adocado de folhas do género
Camellia sinensis, normalmente cha verde e/ou preto, no qual se inocula uma solucao
acidificante proveniente de fermentac6es anteriores (Starter) juntamente com o SCOBY (sigla
traduzida como Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras). Assim, em até 15 dias a
fermentacdo ocorre em aerobiose e € caracterizada pelo consumo do aglcar por esses
microrganismos, concomitante a producdo de diversas substancias benéficas a salde humana
como é&cidos organicos, vitaminas C e do complexo B, aminoacidos, enzimas, etanol,
antibidticos ativos, antioxidantes, minerais e gas carbénico (JAYABALAN et al., 2014,
VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Por isso, atualmente o cha de kombucha tem sido reconhecido como parte importante
de uma dieta saudavel. No entanto, alegacdes oficiais dos 6rgdos mundiais de satde publica
ainda ndo podem ser apresentadas, pois as evidéncias cientificas publicadas até o presente
momento constam apenas de investigacdes em animais (JAYABALAN et al., 2014). Tais
alegacdes ressaltam a atividade antioxidante da bebida a qual se relaciona a diversos beneficios
como a prevencéo de alguns tipos de canceres, 0 aumento da imunidade e a melhora de quadros
inflamatorios, como visto na artrite reumatoide e outras afeccoes (JAYABALAN et al., 2014).

A elaboracdo do kombucha é dada em duas etapas de fermentacdo. Apds a primeira
etapa, 0 SCOBY é reservado e a bebida, ja pronta para consumo, pode ser saborizada através
de métodos infusivos de frutas e especiarias em uma segunda fase fermentativa. S6 entdo os
residuos solidos séo retirados enquanto o kombucha é encaminhada para o envase, seguido de
um periodo destinado a gaseificacdo natural e refrigeracdo para conservagdo do produto néo
pasteurizado.

Na busca por melhores habitos alimentares, a ideia de associar uma dieta balanceada
com alimentos insipidos e insossos tem sido desmistificada, tornando este setor alimenticio

fluido e com previsdo de crescimento expansivo. De acordo com agéncias de pesquisa, 0
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mercado de alimentos saudaveis cresceu 98% no Brasil, com grande salto entre 2009 e 2014,
ranqueando o pais & quarta posi¢cdo mundial com movimentagdo de US$ 35 bilhdes/ano. Tais
resultados foram alcancados devido a dinamica de conscientizacdo do consumidor, de forma
que atualmente 28% da populagéo acredita que consumir alimentos nutricionalmente ricos €
importante e 22% dela opta por comprar alimentos naturais e sem conservantes, sempre que
possivel. E importante ressaltar que esta tendéncia vem na contramao da industrializacdo que
preconiza a conservacdo de alimentos, muitas vezes, por meio de técnicas prejudiciais a satde
e dita as regras de consumo em detrimento a uma extensa variedade de alimentos mais
saudaveis (BARBOSA et al., 2019).

Assim, em meio a este mercado crescente e promissor, a producdo industrial da bebida
é feita com autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e fiscalizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em consonancia com a Instrucéo
Normativa n° 41 que estabelece os padrées de identidade e qualidade para a produgéo comercial
da categoria. De acordo com a Associacdo Brasileira de Kombucha (ABKom), existem cerca
40 empresas de pequeno porte regulamentadas no Brasil, produzindo uma média de 2 mil a 5
mil garrafas por més distribuidas regionalmente.

Neste contexto, como uma iniciativa engajada a alimentacdo saudavel e natural, a
presente pesquisa aplica-se a industria e objetiva avaliar a utilizacdo de aromas naturais na
saborizacdo do cha de kombucha, substituindo polpas comumente utilizadas na segunda etapa
de fermentagdo. Isto porque busca-se, em escala industrial, ressaltar sabores e aromas
adicionados a bebida, atribuindo padronizacdo e estabilidade, refletida também em tempo de
prateleira, aos produtos comercializados.

Para tanto, este estudo foi realizado em parceria com a Baua Kombucha® (Jodo
Pessoa/PB), empresa pioneira no estado na producdo da bebida em escala industrial, que atua
desde 2021 com o apoio de editais nacionais de subvencdo a startups: Programa Centelha
(Fapesg/FINEP), Tecnova Il (Fapesq/FINEP) e Startup NE (Sebrae). A marca aposta em
sabores tradicionais da regido nordeste do Brasil (caja e caju) considerando a representatividade
e disponibilidade desses insumos no mercado. Vale destacar que as analises de fermentagdo
foram realizadas no Laboratdrio de Produtos Fermento-destilados da Universidade Federal da
Paraiba (LPFD/CT/UFPB), em parceria com o Laboratorio de Bioengenharia
(LaBio/CT/UFPB) e com o Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria desta instituicdo de
ensino superior (CCHSA/UFPB - Campus I11).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de aromas naturais de caja e de caju na saboriza¢do do

kombucha, como substitutos da polpa natural na segunda fermentacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Awvaliar duas concentragdes iniciais de sacarose para a primeira fermentagéo do cha
de kombucha;

- Caracterizar as polpas e 0s aromas naturais de caja e de caju quanto a composi¢édo
e caracteristicas fisico-quimicas (pH, ART, SST, ATT, cor, cinzas, residuo seco);

- [Estabelecer, com base em receitas preexistentes da Baud Kombucha® e
recomendacdes do fornecedor, duas concentragdes de polpas e duas concentracdes
de aromas de caja e de caju para testes iniciais de bancada;

- Realizar ensaios para determinar as melhores concentracGes de polpas e aromas
naturais de caja e caju na segunda fermentacdo do kombucha, por meio de medidas
de pH, SST, ATT, Ratio e cor;

- Prosseguir com estudo de saborizacao e gaseificacdo natural da bebida nas melhores
concentracdes de polpas e aromas de caja e caju previamente estabelecidas. Para
tanto, realizar o acompanhamento cinético de cada processo, por meio de medidas
de pH, SST, ATT, Ratio, cor, densidade, espumabilidade e produgdo de CO> por
360 horas;

- Auvaliar a influéncia da substituicdo das polpas por aromas naturais na segunda
fermentacdo do kombucha, partindo da caracterizacdo nutricional (proteinas
soluveis, carboidratos totais, residuo seco e cinzas), da analise de fendlicos
individuais por cromatografia, assim como da atividade antioxidante nas melhores

condigdes de processo.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 CHA DE KOMBUCHA: UMA BEBIDA FERMENTADA COMPLEXA

O Kombucha é uma bebida produzida a partir da fermentagdo tradicional de uma
infuséo de folhas do género Camellia sinensis previamente acucarada e acidificada, na qual se
inocula uma cultura simbiotica de bactérias e leveduras (SCOBY) (VITAS et al., 2013).
Segundo Jayabalan et al. (2014), o substrato ideal para esse bioprocesso € o cha preto adocado
com 5% a 8% de sacarose, sendo o extrato de cha verde considerado uma alternativa popular.

Dentre os Varios tipos de fermentacdo cujos produtos dependem da via metabodlica, o
cha de kombucha decorre da combinacdo da fermentacédo alcoolica, latica e acética devido a
diversidade de microrganismos coexistentes (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). No entanto,
importa salientar que apesar da variagdo de microrganismos, estes, em simbiose, apresentam
alta capacidade de inibir o crescimento de contaminantes. Isso também ocorre a um baixo valor
de pH, decorrente da formacao de &cidos durante a fermentacdo prolongada (MAYSER et al.,
1995).

Assim, sob condi¢fes aerdbicas e em um periodo de até 15 dias, 0s microrganismos
do cha de kombucha metabolizam o aglcar presente no meio em cerca de 14 aminoacidos,
vitaminas, enzimas, alguns hidroliticos e inumeros acidos organicos (MALBASA et al., 2011).
Adicionalmente, forma-se um biofilme flutuante na superficie do liquido (hovo SCOBY)
decorrente da atividade de cepas especificas de bactérias acéticas ( WATAWANA et al., 2016).

Como os diversos acidos produzidos associam-se a baixos valores de pH
(caracteristico da bebida), Dutta e Paul (2019) e VVohra et al. (2019) ressaltaram a necessidade
de se estabelecer valores limites minimo de pH e maximo de teor de etanol, uma vez que estes
podem ser potencialmente prejudiciais ao corpo.

Nesse contexto, Hur et al. (2014) destacaram ainda que, em decorréncia das diversas
mudancas bioguimicas do processo fermentativo, é possivel que haja alteracdes na bebida as
quais relacionam-se intimamente ao inoculo e as condic¢des de producao do cha de kombucha.
Desta forma, algumas das propriedades nutricionais do alimento produzido (como bioatividade
e digestibilidade, por exemplo) podem ser consequentemente modificadas. Por essa razéo,
recomenda-se a caracterizacdo microbioldgica percentual da cultura inicial de SCOBY, aliada
ao controle produtivo da bebida a fim de mapear os metabdlitos produzidos (DUTTA e PAUL,
2019).
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3.1.1 O consorcio microbiolédgico

O Kombucha é uma bebida fermentada complexa obtida a partir de um consorcio
microbiolégico de nome botanico Medusomyces gisevii, mais comumente denominado
SCOBY, “fungo do chd” ou ainda “mae do Kombucha” (HESSELTINE, 1965). Segundo
Jayabalan et al. (2014), este consércio microbiolégico é composto por uma poderosa simbiose
entre leveduras osmofilicas e bactérias acéticas (AAB: Acetic Acid Bacteria) e do acido latico
(LAB: Lactic Acid Bacteria) em uma esteira zoogleia (camada celulosica).

Estudos relatam uma extensa variedade de microrganismos na composic¢ao da citada
microflora, com predominancia de uma cultura mista de A. xylinum e Zygosaccharomyces sp.
Além disso, autores afirmam que a caracterizacdo exata das espécies em simbiose ndo pode ser
dada, haja vista haver varia¢do conforme a fonte de indculo utilizada para a fermentagéo do cha
(JAYABALAN etal., 2014; MALBASA et al., 2011).

Assim, para a producdo de kombucha com o claro entendimento dos provaveis
metabolitos, faz-se necessario uma identificacdo microbioldgica percentual do SCOBY por
meio da caracterizacdo do inoculo (DUTTA e PAUL, 2019). Isto porque diversos estudos
apontam a presenca de bactérias do acido acético (Komagataeibacter, Gluconobacter e
Acetobacter), do acido latico (Lactobacillus, Lactococcus) e leveduras (Kloeckera apiculata,
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis) no fungo do
chd (MARSH et al., 2014; COTON et al., 2017; ROOS e VUYST, 2018).

Adicionalmente, dentre os procariontes, 0s géneros Acetobacter e Gluconobacter sdo
predominantes. Inclusive, estudos definem a Gluconacetobacter sp. A4 (G. sp. A4) como a
principal espécie bacteriana funcional isolada de um kombucha preservado cuja distribuicéo
populacional microbiana € ilustrada na Figura 3.1. A espécie em questdo é particularizada pela
forte capacidade de producéo de &cido D-sacarico-1,4-lactona (DSL) o qual atua como inibidor
da atividade da glucuronidase (enzima indiretamente relacionada a varios tipos de canceres)
(JAYABALAN et al., 2014).
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Figura 3.1 - Distribuigédo da populagdo microbiana na cultura SCOBY e kombucha

Zygosacchoromyces sp.
(> 95% da populacao total de lev.)

Gluconacetobacter sp.
(> 85% da populagao total)

Fonte: Adaptada de Marsh et al. (2014).

Autores acreditam que as interagdes microbianas entre leveduras do género
Saccharomyces e ndo Saccharomyces possibilitam inGmeras vantagens ao processo de
fermentacao mista, como a minimizacéo de riscos de uma fermentacdo emperrada, a eficiéncia
na adicdo de aromas e sabores (flavorizantes), além da flexibilidade de modificacdo de
parametros indesejados. Neste sentido, as leveduras do Kombucha provaram ser um consércio

gerador de caracteristicas finais desejaveis (SUN et al., 2014).

3.1.2 Dindmica microbiana e bioquimica

Dentre os varios obstaculos no entendimento do ecossistema microbiano do fungo de
kombucha esta a enorme diversidade e complexidade da simbiose em questdo. Logo,
exemplifica-se que certos microrganismos desta comunidade participam em paralelo durante a
fermentagdo enquanto outros atuam de maneira sequencial com uma evolugdo dominante ao
longo do processo (CHAKRAVORTY et al., 2016).

Estudos relatam que a fermentacdo do ch& de kombucha é iniciado pelos
microrganismos osmotolerantes e finalmente dominado pelas espécies tolerantes aos acidos
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Assim, ap6s a inoculagdo do SCOBY, leveduras
hidrolisam a sacarose em glicose e frutose por invertase, e produzem etanol e gas carbénico por
glicolise preferindo a frutose como substrato (JAYABALAN et al., 2014). Em sincronia, as

bactérias do acido acético se utilizam da glicose para produzir acido glucénico e do etanol para
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produzir &cido acético. Concomitantemente, a glicose também é transformada em &cido
glucurdnico por oxidagdo da sua molécula na posic¢éo C-6, enquanto o acido latico é formado a
partir da glicose e sacarose por meio de bactérias lacticas (DUTTA e PAUL, 2019).

As bactérias acéticas supramencionadas, ao contrario das leveduras, requerem grandes
quantidades de oxigénio para seu crescimento e atividade (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).
Por esta razdo, as bactérias produtoras de celulose aumentam sua populacéo, inicialmente por
meio do consumo de oxigénio dissolvido no meio liquido, a fim de sintetizarem uma quantidade
de celulose suficiente para estabelecer condi¢cbes em que apenas as bactérias presentes na
interface ar/meio consiga manter suas atividades e, consequentemente, a sintese do referido
composto. Desta forma, o crescimento da zoogleia se da pela formacao de camadas sobrepostas,
0 que confere vantagens quanto a producéo de celulose devido ao rapido crescimento bacteriano
em condicBes controladas e a partir de uma variedade de substratos que incluem glicose, etanol,
sacarose e glicerol (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

A Figura 3.2 esquematiza a atividade metabolica principal do chd de Kombucha.
Estudos revelam que as concentracdes residuais de acucar podem variar de uma fermentacéo
para outra, indicando que a via metabdlica nem sempre se da da mesma maneira e,

consequentemente, a composicéo da bebida (CHEN e LI1U, 2000).

Figura 3.2 - Representacdo esquematica da atividade metabdlica principal do cha de
Kombucha.

Acido Lactico Celulose

/I\U_ AB) /l\(.-.'-sﬁobcmw' ayfimon
- Komagataeibacter xylimis)

| N

(AAR) (LEV.)

‘;—icidu Gluconico + CO:z

Acido Glucurdnico

0-
(AAE)
Legenda:
AAB - do inglés, bactérias do dcide acstico Acido Acético + Ha20

LAB - do inglés, bactérias do deido lictico
LEV. - abraviagio para leveduras

Fonte: Adaptado de Dutta e Paul (2019).
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3.1.3 Composicdo quimica e seus influentes

O conhecimento detalhado acerca da composicdo quimica e das propriedades do cha
de Kombucha séo essenciais para um melhor entendimento cinético do processo fermentativo.
Contudo, é sabido que os metabdlitos gerados em suas respectivas concentragcdes dependem da
fonte do in6culo (NGUYEN et al., 2015), das quantidades de substratos (FU et al., 2014;
WATAWANA et al., 2017), do tempo de fermentacdo (CHEN e LI1U, 2000) e da temperatura
utilizada ao longo do processo (LONCAR et al., 2006; JAYABALAN et al., 2008).

Desta maneira, mudancas nas condic¢Ges de fermentacdo do cha de kombucha podem
alterar a composicao final da bebida (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Apesar disso, 0s
principais componentes e alguns metabdlitos essenciais produzidos ao longo do processo

fermentativo do kombucha aparecem listados na Tabela 3.1, bem como suas respectivas

composi¢des médias relacionadas ao tempo e a concentragdo inicial de sacarose.

Tabela 3.1 - Composicao quimica geral do cha de Kombucha

Composto Composicdo | Sacarose | Tempo | Referéncias
média inicial (dias)
Acidos Acido acético 5,6 g/L 70 g/L 15d  Blanc (1996)
organicos Acido acético 8,36 g/L 100 g/L 18d  Jayabalan et al.
Acido acético 11 g/L 100 g/L 30d  (2007)
Acido 39 g/L 100 g/L 60d  Chen e Liu (2000)
glucdnico 0,0160 g/L 70 g/L 21d  Chen e Liu (2000)
Acido 0,18 g/L 100 g/L 18d  Loncar et al. (2006)
glucurénico Jayabalan et al.
Acido ltico (2007)
Vitaminas Vitamina B1 0,74mg/mL  70g/L 15d  Bauer-Petroska e
Vitamina B2 8 mg/100 70 g/L 10d  Petrushevska-Tozi
Vitamina B6 mL 70 g/L 15d  (2000)
Vitamina B12 0,52 mg/mL  70g/L 15d  Bauer-Petroska e
Vitamina C 0,84 mg/mL 70 g/L 10d  Petrushevska-Tozi
25 mg/L (2000)
Malbasa et al. (2011)
Compostos  Etanol 550¢/L 100 g/L 20d  Chen e Liu (2000)
gerais Proteinas 3 mg/mL 100 g/L 12d  Jayabalan et al.
Polifendis do 7,8 Mm 100 g/L 15d (2007)
cha GAE Chu e Chen (2006)
Minerais Cu, Fe, Mn, Ni, 0,1t0 0,4 70 g/L 15d Bauer-Petroska e
Zn pg/mL Petrushevska-Tozi
(2000)
Anions F,CI,Br, I, 0,04t03,20 100 g/L 7d  Kumar, Narayan e
NOs’, HPOy, mg/g Hassarajani (2008)
SO4

Fonte: Adaptada de Villarreal-Soto et al. (2018).
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Segundo Czaja et al. (2006), o etanol e os &cidos acético e glucénico sdo os principais
componentes do liquido e do biofilme, o qual possui alta capacidade de absorcdo de agua.
Ademais, o biofilme apresenta em sua constituicdo um alto teor de fibras, proteinas brutas e do
aminoacido lisina, acrescidos no decurso da fermentacdo (JAYABALAN et al., 2010). Dentre
o0s acidos apontados, relatou-se a presenca dos tartaricos, malicos e citrico em menor propor¢éo,
0s quais sdo responsaveis pelo sabor azedo caracteristico do cha de kombucha (JAYABALAN,
MARIMUTHU e SWAMINATHAN, 2007).

Bauer-Petrovska e Petrushevska-Tozi (2000) determinaram o conteldo de manganés,
ferro, niquel, cobre, zinco, chumbo, cobalto, cromo e cddmio no cha de kombucha. As
concentracdes de minerais observadas por estes pesquisadores foram de 0,004 pg/mL para
cobalto, 0,462 ug/mL para manganés, 0,005 pg/mL para chumbo ¢ 0,001 pg/mL para cromo.
O cadmio ndo foi detectado em quantidade significativa.

Ademais, Kumar, Narayan e Hassarajani (2008) concluiram, por meio de estudos
cromatograficos, que ocorre um aumento de minerais essenciais (Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) ao longo
do processo fermentativo e relataram diferencas significativas entre as composi¢des mineral
anionica (nomeadamente fluoreto, cloreto, brometo, iodeto, nitrato, fosfato e sulfato) entre o
kombucha de cha preto e de cha verde. O teor de cobalto, no entanto, ndo foi alterado
possivelmente devido sua inclusdo na vitamina Biz (BAUER-PETROVSKA e
PETRUSHEVSKA-TOZI, 2000).

A Tabela 3.2 indica os componentes predominantes da bebida tradicional de
kombucha. Entretanto, verifica-se, por meio dos estudos investigados, relacdo entre 0s
principais constituintes do fermentado com o tempo e o teor de chad preto. Os trabalhos
referenciados relatam a utilizacdo inicial de 10% de sacarose (CHEN e LIU, 2000; LONCAR
et al.,, 2000; JAYABALAN et al., 2007) e valores de 20% (CHEN e LIU, 2000) e 10%
(LONCAR et al., 2000; MALBASA et al., 2002a; JAYABALAN et al., 2007) de solucéo
acidificante do cha (starter) no preparo do meio. Vale destacar que as fermentacdes foram

realizadas em reatores de até 1 L de volume.
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Tabela 3.2 - Componentes predominantes no cha de kombucha tradicional em diferentes

tempos de fermentacdo e teores de cha preto adogado com sacarose

Composto Composigéo | Sacarose Cha Temperatura | Tempo | Referéncias
média (g/L) | inicial (%) | preto (°C) (dias)
Acido 8 10 2 bolsas 24 +3 60d Chene Liu
acético 4,69 10 12 g/L 24 £3 18d  (2000)
Jayabalan et
al. (2007)
Acido 0,0031 5 1,59/l 28 21d Loncar et al.
glucurdnico 0,0026 7 1,59/L 28 21d  (2000)
0,0034 10 1,59/l 28 21d Loncar et al.
1,71 10 12 g/L 24 +3 18d  (2000)
Loncar et al.
(2000)
Jayabalan et
al. (2007)
Acido 39 10 2 bolsas 24 +3 60d Chene Liu
glucdnico (2000)
Glicose 179,5 7 1,59/l 28 21d Malbasa et al.
24,59 7 1,5¢g/L 28 21d  (2002a)
12 10 2 bolsas 24 +3 60d Loncar et al.
(2000)
Chen e Liu
(2000)
Frutose 76,9 7 1,59/L 28 21d Malbasa et al.
5,40 7 1,5¢g/L 28 21d  (2002a)
55 10 2 bolsas 24 +3 60d Loncar et al.
(2000)
Chen e Liu
(2000)
Sacarose 192,8 7 1,59/l 28 21d Malbasa et al.
restante 11 10 2 bolsas 24 +3 60d (2002a)
2,09 7 159/l 28 21d  Chene Liu
(2000)
Loncar et al.
(2000)

Fonte: Adaptada de Jayabalan et al. (2014).

O teor acético do cha de kombucha foi avaliado por Chen e Liu (2000) os quais

determinaram uma taxa maior de &cido acetico de 11 g/L apos 30 dias de fermentacdo, com

tendéncia a decaimento gradual para 8 ¢g/L ao término do processo em 60 dias.

Semelhantemente, Jayabalan et al. (2007) monitoraram a fermentacéo do cha de kombucha em

ché verde (12 g/L) adogcado com 10% de sacarose por 18 dias, relatando pico de concentracao
de &cido de 9,5 g/L no 15° dia.

A utilizacdo do melago como fonte de carbono alternativa & sacarose no cultivo de

kombucha resultou na producédo de apenas 50% do &cido acético em comparacao ao substrato
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tradicional no mesmo estégio de fermentagdo. Tal fato possivelmente esta associado ao fraco
crescimento de bactérias acéticas em melago (MALBASA et al., 2008a, 2008b). Trabalhos
semelhantes registraram um alto valor de pH (> 6,0) em amostras de melaco a uma concentragdo
70 g/L, como também um teor de acidos totais de aproximadamente 2,4 g/L. Assim, 0s autores
concluiram que o kombucha produzido a partir do melago seria menos azedo, embora dotado
com um alto teor de &cidos organicos (DUTTA e PAUL, 2019).

Loncar et al. (2000) estudaram a concentracdo de acido glucurdnico no kombucha de
cha preto adocado com sacarose e relataram picos de 0,0034 g/L nos dias 7 e 21, conforme
mostra a Tabela 3.2. O méaximo valor relatado de &cido D-glucurénico foi de 2,33 g/L no 12°
dia (JAYABALAN et al., 2007). Segundo Chen e Liu (2000), o inicio da producédo de acido
glucdnico se d& somente a partir do 6° dia de fermentacdo. Para este, a concentracao final
constatada foi de aproximadamente 39 g/L ap0s 60 dias de processo (Tabela 3.2).

Embora ndo seja um composto caracteristico do cha de kombucha, o &cido L-lactico é
detectavel e determinavel principalmente na bebida preparada a base de cha verde, sendo
registrado valor maximo de 0,54 g/L no 3° dia de fermentacdo (JAYABALAN et al., 2007).
Ainda, Malbasa et al. (2008a, 2008b) afirmam que o alto teor de acido L-lactico detectado apds
a fermentacdo do kombucha no melaco pode estar relacionado ao conteudo do referido
composto no préprio substrato, o qual resulta da degradacéo do agucar invertido deste.

O carboidrato mais comumente utilizado na fermentacdo do cha de kombucha ¢ a
sacarose, embora se observe que uma quantidade consideravel deste composto permaneca nao
fermentada durante o bioprocesso (MALBASA et al., 2002a). De acordo com as investigacoes
relatadas na Tabela 3.2, foram encontrados 34,06% de sacarose residual ap6s 7 dias de processo
com decaimento para 19,28% apds 21 dias (JAYABALAN et al., 2014).

Neste contexto, Jayabalan et al. (2014) afirmam que a concentracdo inicial de sacarose
de 7% é a ideal para a producdo de baixos niveis de acido acético (menos desejado) e altos
niveis de &cido L-lactico (fisiologicamente importante). Por outro lado, o aglicar mascavo e 0
melago podem ser utilizados como substratos alternativos, sendo o mascavo caracterizado por
cadeias carbbnicas mais complexas e consequentemente mais dificeis de serem assimiladas,
refletindo assim em maiores leituras de pH apos a fermentacéo do cha de kombucha.

Quanto a composicdo quimica do substrato elaborado com a sacarose pura em
comparagdo ao melago, este ultimo apresentou-se consideravelmente mais rico em minerais,
compostos organicos e vitaminas Uteis ao processo fermentativo (RODRIGUES et al., 2006).
No melaco encontrou-se também amino nitrogénio e biotina, que afetam positivamente a
intensidade de fermentacdo do cha de kombucha (JAYABALAN et al., 2014).
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A Figura 3.3 revela investigacdes acerca do percentual de etanol em amostras de cha
de kombucha em diferentes composi¢des de meio e tempo de fermentacdo. Sua anélise permite
constatar que ambos 0s chés, preto e verde, combinados com os agUcares branco e mascavo

apresentaram um teor de etanol crescente no decurso do processo (VOHRA et al., 2019).

Figura 3.3 - Percentual de etanol em amostras de ch& de kombucha em relacéo a variagao
do meio e tempo de fermentacéo.
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Fonte: Adaptada de VVohra et al. (2019).

Como previsto, o valor minimo de etanol foi encontrado nos chas fermentados com
auséncia de fonte de carbono. As combinagdes dos chas com mel, por sua vez, apontaram um
menor teor de etanol no 14° dia seguindo de um aumento nos dias 28 e 60 da fermentacéo. As
combinacges de aclcar branco com os chas preto e verde apontaram uma produ¢do maxima de
etanol no 60° dia, com valores de 2,37% e 2,75%, respectivamente. Assim, comprovou-se que
0 uso de acucar branco como substrato do cha de Kombucha contribui para a sintese de altos
teores de etanol em tempos prolongados de fermentacdo (VOHRA et al., 2019). Considerando
que autores relatam niveis de etanol superiores ao limite legal de 0,5% ABV (Alcohol By
Volume) em diferentes amostras de cha de kombucha, pode-se considerar que a bebida é de fato
alcoolica (TALEBI et al., 2017; VOHRA et al., 2019).

Em sintese, na composi¢do quimica do cha de kombucha constata-se a presenca de
diversos &cidos organicos como acético, glucénico, glucuronico, citrico, L-lactico, malico,
tartarico, maldnico, oxalico, succinico, pirdvico e usinico. Também estdo presentes aglcares
como sacarose, glicose e frutose. As vitaminas Bi, B2, Bs, B12 € C estéo presentes, assim como
aminoacidos, aminas biogénicas, purinas, pigmentos, lipidios, proteinas, algumas enzimas
hidroliticas, etanol, matéria antibidtica ativa, dioxido de carbono, fenol, alguns polifendis do
cha, minerais, anions, acido D-sacérico-1,4-lactona (DSL) e produtos insuficientemente
conhecidos de leveduras e metabolitos bacterianos (KONOVALOV e SEMENOVA, 1955;
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STEIGER e STEINEGGER, 1957; REISS, 1987; HAUSER, 1990; SIEVERS et al., 1995;
BLANC, 1996; LIU et al.,, 1996; ROUSSIN, 1996; PETROVIC et al.,, 1999; BAUER-
PETROVSKA e PETRUSHEVSKA-TOZI, 2000; CHEN e LIU, 2000; LONCAR et al., 2000;
MALBASA et al., 2002a, 2008a, 2008b, 2011; CHU e CHEN, 2006; FRANCO et al., 2006;
JAYABALAN et al., 2007, 2008; KUMAR et al., 2008; WANG et al., 2010; YANG et al.,
2010; YAVARI et al., 2010, 2011; VELI"CANSKI et al., 2013; VITAS et al., 2013). Deste
modo, em virtude do numero substancial de moléculas funcionais encontradas no cha de
kombucha, a bebida é bastante valorizada por sua bioquimica multifacetada (DUTTA e PAUL,
2019).

Segundo Dutta e Paul (2019), uma quantidade representativa dos metabolitos
mapeados € originaria das folhas do cha utilizadas como matéria-prima para o substrato. O cha
contém diversos compostos como polifenois, flavondides (teaflavinas e thearubigins),
catequinas, cafeina, galatos de catequina, adenina, teobromina, teofilina, cidos galicos, taninos
e galotanino, os quais conferem complexidade e um alto potencial antioxidante a bebida.
Observa-se, contudo, que o teor de compostos fenolicos presentes nos chas de Camelia sinensis
podem variar de acordo com as condicBes de crescimento da planta, época de colheita,
temperatura de processamento, local de armazenamento, assim como o tempo e quantidade de
agua utilizada na infusdo das folhas (Firmino e Miranda, 2015; Reygaert, 2018).

Neste sentido, Jayabalan et al. (2014) ressaltam que o cha de kombucha apresenta
maior atividade antioxidante do que o cha ndo fermentado devido principalmente a presenca
dos polifendis, acido ascorbico e D-sacarico-1,4-lactona (DSL). Além destes, a producdo de
componentes de baixo peso molecular e as modificacGes estruturais dos polifendis por enzimas
sintetizadas a partir de microrganismos, contribuem para uma maior eliminacdo de radicais

livres associados a diversos beneficios a saude.

3.1.4 Potencial nutricional e bioativo

O consumo de cha de kombucha é tradicionalmente associado a inmeros beneficios
fisioldgicos aos seres humanos, relativos as suas propriedades antibioticas, antioxidantes e aos
efeitos anticolesterolémicos da bebida. Por essa razdo, investigacdes acerca das caracteristicas
inerentes ao cha tém sido continuamente conduzidas, a fim de validar os impactos de sua
ingestdo em apoio a saude (DUTTA e PAUL, 2019).

Segundo Jayabalan et al. (2014), embora alegacdes oficiais dos 6rgdos mundiais de
salde publica ainda ndo possam ser apresentadas em virtude da caréncia de evidéncias

cientificas a respeito das atividades bioldgicas do kombucha em seres humanos, a bebida pode
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ser reconhecida como parte importante de uma dieta saudavel. Relatorios recentes atentam para
uma melhoria significativa na saude geral de grupos populacionais que consomem regularmente
0 cha de kombucha (SUZUKI et al., 2012). De acordo com Suzuki et al. (2012), esses estudos
vinculam a préatica de consumo da bebida aos metabolitos presentes e respectivas acdes a salde.
A Tabela 3.3 é apresentada um levantamento de algumas pesquisas, enquanto outros

mecanismos moleculares benéficos crediveis ainda precisam ser explorados e revelados.

Tabela 3.3 - Efeitos fisioldgicos e de salde dos constituintes do cha de Kombucha obtidos de
diferentes fontes prontamente disponiveis

continua
Metabélito | Fonte | Efeitos fisiolégicos e de salide | Referéncias
Acido . . Hipertens&o, obesidade, Samad.et al.
acético  VINagresdiversos oo inidemia e hipolipidemia  CO-0):
periip pofip Chen et al. (2016)
Salde do célon, saude vaginal e Tachedjian et al.
) uterina, satde do cérebro, (2017);
Acido Cultura probidticade  reducdo da toxicidade de Genis et al.
lactico bactérias laticas mercurio nos alimentos, entrega (2017);
de macromoléculas bioativas,  Jadan-Piedra et al.
modulacdo imune (2017)
Acido .. Saude do colon e reparacdo de  Asono et al.
o Gluconatos comerciais .
glucdnico tecidos (1994)
< - Gluconolactona Precursor do acido ascorbico
Acido . « .
A e lucouronolactona em mamiferos, regulacéo Lewis et al. (2013)
glucurdnico e ) -
comerciais inflamatdria
Leveduras (S.
cerevisiae, C. utilis, Fabricacdo de mel artificial,
. - - . Kulshrestha et al.
Invertase A. niger) e atividade antimicrobiana e (2013)
B-fructofuranosidase  antioxidante
comercial
Frutas C|trlcas, Regula a enzima acetil-CoA
< .. .. fermentacdo com . Kamzolova e
Acido citrico - carboxilase, melhora a
Penicillium e : . Morgunov (2017)
: densidade 0ssea
Aspergillus
Acido . Expectorante, aNnt'.o X|da_nte, Jadan-Piedra et al.
L Vinho melhora a fungéo intestinal,
tatarico PTP: (2017)
tolerancia a glicose
AC'q()?’ « Regulador de acidez, reduz a Jadan-Piedra et al.
malonico Macas . o
- dor muscular na fibromialgia (2017)
e malico
Microrganismos .
Acido (E.coli, Regulador de acidez, agente McKinlay et al.
o . . (2007) e
succinico A. succinogenes, aromatizante

A. succiniciproducens)

Liu et al. (2005)
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concluséo
Metabolito | Fonte Efeitos fisioldgicos e de saude | Referéncias
. Onakpoya et al.
Acido Sf"‘l (.je piruvato de Perda de peso, melhora a funcdo (2014) e
L calcio adicionado em . )
piravico suplementos de satide cardiaca Jaimes et al.
(2016)
Acido Gsnico Liquen Antimicrobiano Guo et al. (2008)
Acido Vinho comercial Antioxidante, conservante, Jaimes et al.
ascorbico cofator metabdlico (2016)
Aminas Vinho, fru_t_os d.o mar, . Sumbhate et al.
o carne, queijo, linguica  Neurotransmissor
biogénicas ; (2012)
fermentada e vegetais
Produtos a base de Neuro-regeneragéo e
Purinas carne (em especial generag Lahiri et al. (2007)
. neuro-protecao
0rgaos)
Antioxidante, atividade anti- Liu et al. (2005) e
Teaflavinas  Ché preto HIV-1, reduz o colesterol no Senanayake
sangue, anticancer (2013)
Cha preto, cha verde,  Regulacéo do fluxo sanguineo,
Catequinas  vinho, cacau e absorcdo intestinal, efeito Matsui (2015)
pomoideas antidiabético
) Punicaaranatum L Efeito antifibrético, previne a \/aquero et al
Acido gélico g v doenca de Parkinson, efeito g '

vinho

antipatogénico

(2007)

Fonte: Adaptado de Dutta e Paul (2019).

Entretanto, existem alertas para a ingestdo do cha de kombucha por mulheres gravidas

e lactantes, tendo sido relatados casos de intoxicacdo por chumbo e toxicidade gastrointestinal
em dois individuos (JAYABALAN et al., 2014). Além disso, Sabouraud et al. (2009) relataram

casos de intoxicagdo por chumbo em adultos identificados com anemia, a qual foi associada ao

uso de um jarro de barro com vidro de chumbo para 0 armazenamento do kombucha. Também

Gamundi e Valdivia (1995) e Srinivasan et al. (1997) contraindicaram o consumo da bebida por

pacientes HIV positivos, apontando reacdes alérgicas, ictericia, ndusea, vomito e dores de

cabeca e pescogo como efeitos colaterais em quatro pacientes. Todavia, tais casos foram

isolados e envolveram apenas um pequeno numero de individuos em situagdes muito

especificas. Ademais, ndo ha evidéncias substanciais que confirmem a toxicidade de qualquer

ché de kombucha ou a ocorréncia de doencas por estudos anteriores (VIJAYARAGHAVAN et

al., 2000).
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3.2 PRODUCAO: TECNICA DE FERMENTAGCAO DO CHA DE KOMBUCHA

De acordo com Villarreal-Soto et al. (2018), a produgéo do cha de kombucha deve ser
fundamentada em aspectos tecnoldgicos de fabricacdo que considerem a microbiota, 0s
subprodutos e as propriedades fisico-quimicas da bebida. Para tanto, Marsh et al. (2014)
destacam a influéncia de parametros como tempo, temperatura, pH, teores de oxigénio e gas
carbonico dissolvidos, além da composi¢do do meio, do modo de conducdo do processo e da
taxa de cisalhamento no fermentador sobre os metabolitos da bebida e a cinética da
fermentacao. Neste contexto, a Figura 3.4 é apresentada com o objetivo de elucidar o processo
fermentativo do kombucha.

O processo é iniciado com a adicdo de &gua filtrada e, se possivel, deionizada e
esterilizada, no recipiente em que as folhas do chéa deverdo ser infusionadas. A utilizacdo de
agua sem filtrar ndo é recomendada em decorréncia da presenca de minerais, sais e alcalinos
que podem dificultar o crescimento do SCOBY (DUTTA e PAUL, 2019). Momentos apds o
inicio da fervura da agua, a sacarose (50 g/L) deve ser diluida, seguida da adi¢do das folhas de
ché ou extratos de plantas (5 g/L) as quais devem permanecer em infusdo por cerca de 10 a 15
minutos e posteriormente removidas (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).
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Figura 3.4 - Fluxograma do processo fermentativo do cha de kombucha

Agua filtrada
_-"dﬁ‘-\""-u_

<" Fervura ==
"'“\m._\_\_’_,-"'

Adic3o de agucar
e infusdo do cha

\L Fervura por mais 5 minutos

Remog&o das
folhas de cha

\L Esfriamento até a temperatura ambiente

Transferéncia para tangue
fermentativo de boca larga

4
Adic3o da solugao
acifificante (Starter)

(pH<4,6)

dic3o da cultura microbiologica (SCOBY)

Cobertura aerdbica do tanque

[pH<3,5) 10-15 dias de fermentagdo

Retirada da cultura microbiclagica [SCOBY]

aborizacad
opcional)

\L Tempo requerido para carbonatacdo natural

J

Kombucha

Fonte: Adaptado de Dutta e Paul (2019).

Estudos indicaram que o cha preto € a matéria-prima superior para a fermentacao do
chéa de kombucha. Contudo, se o crescimento do SCOBY néo for inibido pelos metabdlitos
formados e estes estiverem em paridade com os efeitos estimulantes da bebida, qualquer extrato
de planta comestivel pode ser utilizado (DUTTA e PAUL, 2019). Assim, Greenwalt et al.
(1998) e Veli'canski et al. (2007) relataram uma diminuicdo do tempo de processo em
fermentagdes do kombucha de ché verde e de erva-cidreira. De semelhante modo, Dutta e Paul
(2019) afirmam que a sacarose € o carboidrato ideal para a producdo necesséaria de etanol e
acido latico na bebida. Ndo obstante, 0 melaco (70 g/L) teria como atributo desejavel a
comercializacdo do kombucha, o sabor azedo reduzido, apesar do alto teor de acidos organicos

(aproximadamente 2,4 g/L) encontrado em amostras desse substrato.



31

O ché adocado e filtrado, quando esfriado até a temperatura ambiente, deve entdo ser
vertido no fermentador previamente esterilizado junto com cerca de 3% (p/v) do biofilme de
kombucha e 10% (p/v) da cultura iniciadora "starter™ (suficiente para resultar em pH inferior a
4,6 e controlar o crescimento de micrébios contaminantes indesejaveis). Em seguida, o
recipiente é coberto por um pano esterelizado, e o cha é incubado durante 8 a 15 dias na auséncia
de luz direta e a temperatura de 18 a 28°C (VILLARREAL-SOTO et al., 2018; DUTTA e
PAUL, 2019). Isso porque, de acordo com Dutta e Paul (2019), é necessario proporcionar a
fermentacdo do chd de Kombucha condicdes aerdbias parciais suficientes para a entrada do
oxigénio requerido e para a liberagdo do CO> formado. Para tanto, a cobertura escolhida deve
ter encerramento adequado de seus fios propiciando a passagem de gases e a0 mesmo tempo
impedindo o acesso de insetos e microrganismos contaminantes da bebida.

O teor de oxigénio requerido pelo processo fermentativo é determinado a partir da
estequiometria da respiragdo por oxidacdo de glicose, descrita de modo simplificado na
Equacdo 3.1. Por meio desta, calcula-se serem necessarias 192 gramas de oxigénio para a

oxidacdo completa de 180 gramas de glicose.

CoHy,0, + 60, » 6H,0 + 6CO, (3.1)

No entanto, devido a exigéncia de que ambos 0os componentes estejam dissolvidos em
solucdo antes de estarem disponiveis aos microrganismos e sendo o oxigénio aproximadamente
6000 vezes menos solivel em agua do que a glicose, autores afirmam néo ser possivel fornecer
a cultura microbiana do kombucha a quantidade de oxigénio suficiente para completar a
oxidagéo da glicose ou qualquer outra fonte de carbono escolhida (VILLARREAL-SOTO et
al., 2018). Por este motivo, o bioprocesso deve ser suprido com oxigénio (STANBURY et al.,
2013).

Chu e Chen (2006) afirmam que normalmente o tempo de fermentagdo do cha de
kombucha varia de 7 a 60 dias, sendo os melhores resultados registrados em média aos 15 dias.
Os autores alertam que embora a atividade antioxidante da bebida aumente de acordo com o
tempo de incubacdo, a fermentacdo prolongada do kombucha ndo é recomendada devido ao
acumulo de &cidos organicos que podem atingir niveis prejudiciais para o consumo direto. Além
disso, pode haver acimulo de gas carbdnico na interface biofilme e caldo, resultando no
bloqueio da transferéncia de nutrientes e consequentemente em um ambiente faminto.

Segundo Villarreal-Soto et al. (2018), durante todo o tempo fermentativo a faixa de
temperatura ideal (18 a 28°C) deve ser mantida, pois resulta em melhor crescimento microbiano

e atividade enzimatica. Apesar disso, Loncar et al. (2006) apontam que as quantidades de
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vitamina C, acidos e metabolitos gerados foram maiores em amostras produzidas em
temperaturas superiores.

Outro parametro que deve ser monitorado ao longo da fermentacdo do cha de
kombucha é o pH em decorréncia a associacao aos acidos (em sua maioria acético e gluconico)
0s quais podem ser responsabilizados pela atividade bioldgica da bebida. O pH também
interfere no crescimento microbiano e nas mudancas estruturais dos compostos fitoquimicos,
influenciadores da atividade antioxidante da bebida (HUR et al., 2014). Importa ressaltar ainda
que o menor valor de pH aceito para o consumo direto do cha é 3,0 pois este ndo deve ser
inferior ao do trato digestério (LONCAR et al., 2006). Além disso, de acordo com Hur et al.
(2014), a fermentacdo deve ser interrompida quando a acidez total da bebida atingir o valor
ideal de 4 a 5 g/L, com a intencdo de garantir caracteristicas organolépticas agradaveis.

Nesse sentido, a Instrucdo Normativa n° 41, de 17 de setembro de 2019 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2019), estabelece o padréo de identidade
e qualidade do kombucha em todo territério brasileiro. O referido documento estabelece, além
da definicdo e composicdo da bebida, parametros analiticos (Tabela 3.4) que devem ser

respeitados para seu registro e comercializacéo.

Tabela 3.4 — Parametros analiticos para registro e comercializacdo de kombucha no Brasil

Pardmetros Analiticos Minimo Méaximo
pH 2,5 4,2
Graduacao alcoolica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduacao alcoolica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEg/L) 30 130
Pressdo (ATM a 20°C) na kombucha adicionada de CO2 1,1 3,9

Fonte: Brasil (2019).

Assim sendo, um método de dois estagios de fermentacdo € descrito por varios
fabricantes de kombucha. O primeiro relaciona-se a fermentacdo do chd e o segundo a
saborizacdo (opcional) e a carbonatacdo natural ou artificial da bebida. Desta maneira,
decorrido o tempo fermentativo, alguns produtores avancam com a fermentacdo secundaria,
transferindo o SCOBY e parte do liquido fermentado para reservatérios de armazenamento,
enquanto decantam e retiram do ché resultante os aglomerados de leveduras por filtracéo.

Industrialmente, isso acontece ap6s a sinalizacdo do término da fermentacdo (pH

proximo a 3,0) quando o licor é transferido para um tanque de brite de aco inoxidavel revestido
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de glicol. O kombucha é entédo resfriado a temperaturas abaixo de zero a fim de precipitar os
microrganismos presentes no liquido. Nesta fase, disponibiliza-se a opcdo de incorporar
diferentes sabores a bebida por meio de técnicas de infusdo de frutas e especiarias, ou ainda
extratos nominados genericamente como saborizantes ou flavorizantes. A integracéo total dos
sabores no licor leva cerca de 2 a 5 dias, dependendo da poténcia do composto aromatizante
(DUTTA e PAUL, 2019).

Logo apos a etapa de saborizacdo, o cha de kombucha é novamente filtrado e, assim
como a bebida de sabor original, segue para o envase, carbonatacdo e posterior armazenagem
das garrafas a frio (2 a 4°C) e, se possivel, em barris que garantam o frescor da bebida. Vale
salientar ainda que, precedente ao envase, 0s frascos e tampas devem ser esterilizados para
evitar a contaminacao cruzada (DUTTA e PAUL, 2019). Neste contexto, a gaseificacdo natural
do cha de kombucha €é decorrida da atividade de leveduras remanescentes no licor as quais
permanecem capazes de fermentar o material mesmo em anaerobiose. Tal fato supostamente
aumenta o contedo de gés carbénico dissolvido na bebida (DUTTA e PAUL, 2019).

Todavia, grandes fabricantes como a Happy Leaf Kombucha, buscam melhorar a
carbonatacdo de seu produto por meio do bombeamento de gas carbdnico pressurizado em
barris de kombucha j& saborizada (DUTTA e PAUL, 2019). Nestes casos, a norma brasileira
exige que a concentracao de gas carbdnico na garrafa seja superior a1 ATM (BRASIL, 2019).
Alternativamente, a fermentacdo da bebida pode ser evitada através da eliminacdo dos
microrganismos ativos por pasteurizacdo (82°C durante 15 segundos) ou ainda através da
utilizacdo de concentracdes de 0,1% benzoato de sédio e sorbato de potassio que em adicdo a
kombucha impedem o crescimento de fungos (DUTTA e PAUL, 2019). Nesta perspectiva,
especifica-se que 0s chas comercializados pasteurizados devam apresentar valores de pH
inferiores a 4,6 enquanto os ndo pasteurizados valores de no maximo 4,2. Em ambos 0s casos,
o teor alcoodlico da garrafa deve permanecer abaixo de 0,5% (v/v) para ser vendida como bebida
ndo alcodlica, e entre 0,5 e 8% (v/v) como alcodlica (BRASIL, 2019).

A comercializacdo do chd de kombucha em larga escala ¢é viabilizada por meio de
instalagBes industriais que preservam o método e as condi¢cdes de fermentacdo da escala
doméstica. Contudo, enfatiza-se que cuidados devem ser intensificados para que se assegure a
qualidade da bebida produzida em grandes volumes (DUTTA e PAUL, 2019). As indUstrias em
questdo frequentemente realizam o processo de fermentacdo do kombucha em tanques de
capacidade superior a 3500 L e com culturas microbioldgicas que chegam a pesar 90 kg

(DUTTA e PAUL, 2019). Logo, além da escala em volume, parametros como a geometria dos
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vasos e 0 tipo de agitagdo devem ser considerados como parametros influentes no bioprocesso
(JUNKER, 2004).

No caso especifico do processo descontinuo de fabricagdo do cha de Kombucha, a
auséncia de agitacdo pode ocasionar uma desintegracdo microbiana do SCOBY pela ascensao
de bactérias acéticas (aerdbicas) a camada superficial da dorna e precipitacdo de leveduras,
resultando em prejuizos & fermentacdo (LONCAR et al., 2006). Isto porque, em culturas
estaticas, os substratos devem ser inteiramente transportados por difusdo, o que limita a
disponibilidade de oxigénio ao metabolismo das células e consequentemente a producao de
celulose (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). No entanto, de acordo com Chawla et al. (2009),
0 processamento da agitacdo durante a fermentacdo do kombucha pode afetar a estrutura do
biofilme em decorréncia da perda de resisténcia mecanica no processo. Deste modo, pontua-se
que as informac@es disponiveis na literatura para a definicdo de critérios de desenvolvimento
do fermentador, como superficie/volume ou superficie/altura, sdo limitadas (VILLARREAL-
SOTO et al., 2018).

De acordo com Cvetkovi“c et al. (2008), o fator cinético que expressa a relacao entre
0 oxigénio dissolvido e a superficie/volume do meio € a area interfacial especifica. Este, esta
diretamente relacionado a fatores como a segdo transversal do reator e o coeficiente de
transferéncia de massa, o que implica na dependéncia entre a taxa fermentativa e a area
interfacial especifica em processos de fermentacdo do kombucha sem agitacdo e sem a
introducdo de gas. Assim, modelos matematicos foram desenvolvidos a fim de dimensionar a
fermentacdo do cha de kombucha a partir de varias areas interfaciais especificas. Através destes
padronizou-se valores de area interfacial de 0,0231 a 0,0642 cm™ que, se constantes, podem
garantir propriedades semelhantes a bebida independentemente do volume do tanque
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

Investigacdes realizadas por Goh et al. (2012a) apontaram a relagéo entre o rendimento
do processo, as propriedades do biofilme do kombucha e a é&rea superficial constatando um
aumento na producdo da pelicula com uma intensificacdo da area superficial e diminuicdo da
profundidade do tanque. Isto porque, o processo fermentativo é completamente aerdbico e
gerador de dioxido de carbono, o qual pode ficar preso na pelicula e ser acumulado em meios
mais profundos. Entretanto, Caicedo, Franca e Lopez (2001) observaram que é necessario
reservar uma altura minima do fermentador para o desenvolvimento das camadas de celulose
ao longo da fermentacéo.

Por fim, Malbasa et al. (2006) ampliou a fermentagdo do cha preto em diferentes

tamanhos de vasos e relacionou as variaveis do processo e alteracdo de pH com a forma
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geométrica dos tanques. Deste modo, foi observado que fermentadores de alto volume e com
geometrias semelhantes seguem uma correlacdo entre o tamanho do vaso e a duragéo do
processo em funcdo da mudanca de pH. Esta variavel pode ser utilizada para estimar o aumento
de escala, o que reduz significativamente os custos de entrada de fungos, eletricidade, maquinas
e despesas como aluguel (MALBASA et al., 2006; MOHAMMADSHIRAZI e KALHOR,
2016).



36

4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

Para a realizacdo da pesquisa foram necessarios 0s seguintes materiais: Insumos
primarios como cha verde (Yamamotoyama®), acUcar cristal (Alegre®) e agua filtrada; cultura
simbiotica de bactérias e leveduras (SCOBY; White Labs®); solucdo acidificante proveniente
da fermentacgdo prolongada do ché (starter); polpas comerciais de cajé e caju (Pé de Fruta®);
aromas naturais de caja e caju (BrauFlavors®); panela cervejeira; pa cervejeira; bolsas de
infusdo de tecido tipo voal; pipeta volumétrica graduada de 20 mL; 2 fermentadores de 22 L;16
fermentadores de 1,2 L;4 fermentadores de 10 L; 60 garrafas de vidro ambar de 275 mL com
tampas;6 garrafas PET de 250 mL com tampas; 6 mandmetros para garrafas;150 tubos Falcon
de 50 mL.

4.2 PRODUCAO DO KOMBUCHA

A presente pesquisa foi realizada em parceria com a Baua Industria e Comércio de
Bebidas e Alimentos LTDA®, que forneceu o indculo (SCOBY e solucédo acidificante) e os
insumos primarios (cha verde e agucar cristal) necessarios a sua realizagdo. Estabeleceu-se
como base a receita utilizada pela empresa para a producdo de kombucha tradicional, dita ndo
alcoolica. Devido ao sigilo industrial, a receita padrdo em questdo é apresentada de forma
generalizada na Tabela 4.1. Em suma, a metodologia de preparo do cha consistiu, na infusdo
(por meio de bags ou bolsas de infusdo) de folhas de ché verde em &gua filtrada aquecida até
cerca de 85 °C por cerca de 10 minutos, seguida da solubilizacdo completa da fonte de carbono.

Tabela 4.1 - Receita padrdo generalizada do mosto de primeira fermentacdo da Baua
Kombucha®

Insumos Concentragdes
Ché verde 0,5-0,7%
Acucar cristal Ci
Starter 10-15%

SCOBY 3%
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O indculo disponibilizado, por sua vez, foi adquirido em um laboratorio especializado

e sua viabilidade de composi¢do majoritaria segue descrita na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Viabilidade da composi¢ao majoritaria do SCOBY

BACTERIAS Viabilidade
majoritaria
Bacillus licheniformis 99%
Bacillus cereus 99%
Bacillus pumillus/aerophilus/ 99%

safensis/altitudinis

Acetobactertropicalis 99%
Bacillus aerophilus 96%
Bacillus aryabhattai 98%
Gluconacetobactersaccharivorans 99%
Micrococcus sp. 98%
Gluconacetobacterrhaeticus 98%
Paenibacillus taichungensis 97%
Bacillus subtilis 99%
LEVEDURAS Viabilidade
majoritaria
Brettanomyces bruxellensis 99%
Saccharomyces cerevisiae 92%
Zygosaccharomyces sp. 97%
Candida sp. 97%

Fonte: White Labs (2020).
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A obtencdo do kombucha com os parametros mais adequados apontados pela literatura
ocorreu por meio de ensaios que consistiram na avaliacdo da influéncia da concentracdo de
sacarose sobre a cinética da primeira fermentacdo do chd de kombucha, utilizando a
concentracdo de agUcar padrdo Baud® (Ci1) e o dobro desta, C.. Duplicatas de 2L foram
preparadas para cada uma das referidas concentrages. Logo, ao longo de 312 horas de
fermentacao, amostras de 30 mL foram retiradas e congeladas a cada 24 horas para posterior
avaliacdo de parametros como pH, temperatura, solidos solUveis totais (SST), acidez titulavel
total (ATT), cor e relagdo SST/ATT (Ratio).

A partir do melhor resultado obtido, avancou-se com 0s ensaios para avaliagédo da
segunda fermentacdo do cha, referente a saborizacdo e gaseificacao natural da bebida. A Baua
Kombucha® comercializa a bebida na versdo ndo alcodlica de sabor caja e caju ha cerca de um
ano e busca aperfeicoar caracteristicas como sabor, odor, gaseificacdo e turbidez, além de
atribuir maior estabilidade e tempo de prateleira aos produtos. Com isso, este estudo buscou
avaliar a aplicabilidade de aromas naturais para a saborizacdo do kombucha como substituto
das polpas naturais, atualmente utilizadas na producéo em escala da marca.

De inicio, as polpas comerciais e aromas naturais de caja e de caju foram centrifugadas
e caracterizadas quanto as suas composicdes e caracteristicas fisico-quimicas. Também foram
estabelecidas, para testes iniciais de bancada, duas concentracBes de polpas [P1 e P2] e duas
concentragOes de aromas [A1 e Az] de caja e de caju, baseadas, respectivamente, nas atuais
receitas industriais da Baud® e na dosagem indicada pelo fabricante.

Para a determinacdo das melhores concentragdes dos referidos insumos flavorizantes
foram esbocados o0s esquemas de teste apresentados nas Tabela 4.3 e 4.4. Estes consistiram na
fermentacao prévia de 20 L de um novo cha de kombucha no qual, ap6s 312 horas, infusionou-
se em duplicatas de 1,2 L e a temperatura ambiente (28°C+1), as concentracfes de aroma
natural e de polpa comercial (fruta processada sem conservantes) com o auxilio de uma pipeta
volumétrica graduada e bags de voal (bolsas de infusdo), nesta ordem. Assim, ao longo de 72h,
referentes a etapa de saborizacdo do cha, amostras de 30 mL foram retiradas e congeladas a
cada 12 horas para posterior centrifugacdo e avaliacdo de pardmetros como pH, SST, ATT, cor
e Ratio.

Vale ressaltar que para ambos 0s sabores e tipos de insumos optou-se pelo sigilo das
concentragdes utilizadas no estudo devido a possibilidade de geragéo de patentes industriais.

Contudo, declarou-se [P2] o dobro de [P1], sendo respeitada a diluicdo méxima de até 10% (v/v)
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na infusdo das polpas. No caso da adi¢do de aromas naturais, a diluicdo maxima foi de até 0,1%
(v/v), sendo [A2] o dobro de [Aa].

Tabela 4.3 - Esquema de testes iniciais de bancada para determinacdo das melhores
concentracdes de polpa e aroma natural de caja para a saborizacdo do kombucha

CAJA

Concentracéo Volume (L) Volume(L)
de Insumo Replicata 1 Replicata 2
[P1] Polpa 1,2 1,2
[P2] Polpa 1,2 1,2
[A1] Aroma natural 1,2 1,2
[A2] Aroma natural 1,2 1,2
TOTAL 4.8 4,8

Tabela 4.4 - Esquema de testes iniciais de bancada para determinacdo das melhores
concentracdes de polpa e aroma natural de caju para a saborizacdo do kombucha

CAJU

Concentracéo Volume Volume(L)
de Insumo (L)Replicata 1 Replicata 2
[P1] Polpa 1,2 1,2
[P2] Polpa 1,2 1,2
[A1] Aroma natural 1,2 1,2
[A2] Aroma natural 1,2 1,2
TOTAL 4.8 4.8

A partir dos resultados obtidos em escala de bancada, prosseguiu-se com a avaliagcdo

cinética da segunda etapa de fermentacdo do kombucha. Para tanto, uma nova batelada de testes

foi iniciada, partindo da fermentacdo de 22 L de mosto nas mesmas condigdes descritas e por

312 horas. Apds esse periodo e retirada do SCOBY, o cha foi transferido para 4 recipientes de
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volumes distintos, nos quais foram adicionados os flavorizantes de caja e de caju nas melhores
concentragdes previamente determinadas e conforme o esquema descrito nas Tabelas 4.5 e 4.6

A saborizacdo da bebida foi entdo acompanhada no decorrer de 72 horas.

Tabela 4.5 - Esquema de testes para avaliacdo cinética da segunda etapa de fermentacdo do
kombucha sabor caja

Concentragdo de Insumo Volume(L)
) [melhor concentragdo] Polpa 4
CAJA
[melhor concentragcdo] Aroma natural 6,5
TOTAL 10,5

Tabela 4.6 - Esquema de testes para avaliacdo cinética da segunda etapa de fermentacdo do
kombucha sabor caju

Concentracdo de Insumo Volume (L)

[melhor concentracdo] Polpa 4
CAJU

[melhor concentracdo] Aroma natural 6,5

TOTAL 10,5

Em seguida, o volume teste foi envasado em garrafas de vidro ambar de 275 mL e,
conforme o0s esquemas apresentados nas Tabelas 4.7 e 4.8, para avaliagdo da maturacao e
gaseificacdo natural do kombucha. Ao todo foram 33 garrafas para cada um dos sabores, sendo
3 delas do tipo PET (250 mL) e 3 delas destinadas a verificagdo da pressdo interna por
intermédio de mandmetros acoplados a garrafas modelo. Também, somente para os testes com
aromas naturais, foram envasados o0 kombucha sabor caja e caju com adi¢éo de priming (3 g/L).
Desta forma, buscou-se avaliar a suplementacdo de sacarose destinado a gaseificagdo na
garrafa.
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Tabela 4.7 - Esquema de envase do volume teste para avaliacdo da maturacdo e gaseificacdo
natural do kombucha sabor caja

Polpa

Aroma natural

9 garrafas de vidro

1 garrafa de vidro com

9 garrafas de vidro

1 garrafa de vidro com manometro

mandmetro
1 garrafa PET 1 garrafa PET
CAJA - 9 garrafas de vidro (com priming)
) 1 garrafa de vidro com mandmetro
(com priming)
- 1 garrafa PET (com priming)
| TOTAL 11 Garrafas 22 Garrafas

Tabela 4.8 - Esquema de envase do volume teste para avaliacdo da maturacdo e gaseificacao
natural do kombucha sabor caju

CAJU

Polpa

Aroma natural

9 garrafas de vidro

1 garrafa de vidro com

mandmetro

1 garrafa PET

9 garrafas de vidro

1 garrafa de vidro com mandmetro

1 garrafa PET
9 garrafas de vidro (com priming)

1 garrafa de vidro com man6metro
(com priming)

1 garrafa PET (com priming)

|
TOTAL

11 Garrafas

22 Garrafas
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Todas as garrafas foram mantidas a temperatura ambiente (28°C+1) e ao abrigo do sol
durante 15 dias (360 horas) para gaseifica¢do natural da bebida. Durante esse periodo e a cada
5 dias (120 horas), triplicatas de 275 mL foram abertas para avaliacdo imediata da
espumabilidade por intermédio de 3 provetas de 50 mL, cronémetro e ferramentas de filmagem.

Também foram coletadas, em tubos de centrigufa tipo falcon de 50 mL, amostras de
30 mL de cada triplicata. Estas, apds descongelamento e centrifugacdo para reducdo de
possiveis interferentes, serviram para avaliacdo de parametros quimicos e fisico-quimicos como
pH, temperatura, SST, ATT, cor e densidade. A producao de CO., por sua vez, foi verificada
visualmente nas garrafas PET e quantitativamente através da leitura dos manémetros acoplados
nas garrafas modelo.

Por fim, as amostras obtidas nas melhores condi¢cdes do processo foram avaliadas
guanto a residuo seco, cinzas e composi¢cdo nutricional (proteinas sollveis e carboidratos
totais). A influéncia de uma possivel substituicdo de polpas comerciais por aromas naturais na
segunda fermentacdo do kombucha também foi verificada a partir de anélise cromatografica de

fenolicos individuais e quanto a atividade antioxidante.
4.3 METODOS ANALITICOS

As amostras coletadas durante a segunda fermentacdo do cha de kombucha (referente
a etapa de saborizacdo e gaseificacdo natural da bebida) foram descongeladas e centrifugadas a
4000 rpm, por 5 minutos em centrifuga refrigerada de Falcon de 50 mL (Novatecnica®).

Posteriormente, analises foram realizadas conforme metodologias descritas a seguir.
4.3.1 pH

O pH das suspensdes foi determinado através de um medidor digital de pH/EC e
temperatura, modelo EC-3587 (Boyn Industrial CO., LTDA®), segundo as normas do Instituto
Adolfo Lutz (1985).

4.3.2 Temperatura

A temperatura das amostras foi determinada paralelamente ao pH por meio do mesmo

instrumento de medicdo descrito acima.
4.3.3 Sélidos Solaveis Totais

Esta leitura foi feita em refratdmetro portatil, modelo RT-30ATC (0-32% Brix;
Instrutherm®), segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Assim, os resultados foram
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expressos em grau Brix (°Bx), correspondente a 1g de sélidos solUveis totais em suspensao por
100 g de solucéo.

4.3.4 Acucares Redutores Totais

Os acUcares redutores totais foram determinados pelo método de DNS, segundo Miller
(1959). Este baseia-se na inversdo prévia da sacarose, seguida da reacdo de oxidacdo dos
acucares redutores (monossacarideos) pelo acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), o qual passa da
cor amarela a avermelhada quando reduzido ao acido 3-amino-5-nitrosalicilico. Assim, as
amostras foram quantificadas em espectrofotdometro U2M (Quimis®) com comprimento de
onda de 540 nm.

4.3.5 Acidez Total Titulavel

A acidez total das amostras foi determinada com base na neutralizacdo dos acidos por
titulacdo com solucdo de hidroxido de sddio padronizado (0,1 M) e indicador de fenolftaleina
(1%) até o ponto de equivaléncia. A Equacdo 4.1 expressa o referido parametro em g de &cido
acético por 100 mL de amostra (MERTENS, 2005), onde: V = Volume (mL) de hidréxido de
sodio gasto na titulagdo; M = Concentracdo real da solucdo de hidroxido de s6dio; MM = Massa

molecular do acido acético (60 g/mol); Va = Volume tomado da amostra em mL.

Acidez Total = LZ2X* MM 4.1)
10 x V,

4.3.6 Ratio

O parametro de Ratio representa o equilibrio entre os sabores acido e doce, sendo o
seu valor calculado conforme a Equacéo 4.2 para cada amostra. Variac@es de solidos soluveis
totais (SST) e acidez sdo aceitaveis enquanto o valor de Ratio se mantiver constante pois, desta

forma, as alteracdes ndo sdo perceptiveis sensorialmente (RODRIGUES et al., 2018).

SST (°Brix)

Ratio = 4.2)

(g Ac. Acético

Acidez Total 100 L )

4.3.7 Cor

As amostras foram avaliadas quanto a cor através da leitura de absorbéancia a 430 nm,

em espectrofotdmetro U2M (Quimis®), segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). A
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Figura 4.1 é apresentada a fim de auxiliar a interpretacdo da anélise, sendo a cor da solugéo

determinada pela cor da luz transmitida (complementar).

Figura 4.1 - Relacdo entre comprimento de onda e as caracteristicas de cor.

Comprimento de onda Cor absorvida Cor complementar
abaixo de 380 nm ultravioleta
380 a 435 nm violeta verde-amarelado
435 3 480 nm azul amarelo
480 a 430 nm azul-esverdeado aranja

490 a 500 nm verde-azulado . vermelho

500 a 560 nm verde . purpura

560 a 580 nm verde-amarelado . violeta

580 a 595 nm amarelo . azul

595 a 650 nm laranja . azul-esverdeado

650 a 780 nm . vermelho verde-azulado
acima de 780 nm infravermelho

Fonte: Dias et al. (2016).

4.3.8 Espumabilidade

A espumabilidade das amostras foi avaliada quanto a persisténcia e volume (altura).
Para tanto, cada uma das garrafas, em triplicata, foi aberta a temperatura ambiente e cerca de
30 mL da bebida foi vertida imediatamente em provetas posicionadas em fundo branco para
facilitar a visualizacdo. Nesse momento, o crondmetro e a camera para filmagem da analise

foram acionados, enquanto a altura (cm) e o tempo (s) de duracdo da espuma foram anotadas.
4.3.9 Densidade Relativa

A determinacdo da densidade relativa foi realizada conforme metodologia proposta
por Adolfo Lutz (1985) e por meio da equagédo 4.3, onde: A = massa do conjunto picndmetro e
amostra menos a tara picndmetro; B = massa do conjunto picnémetro e agua menos a tara

picnémetro.

Densidade relativa (20/20 °C) = g (4.3)
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4.3.10 Residuo seco

A umidade corresponde a perda em peso sofrida pela amostra quando aquecida em
condicgdes nas quais a dgua e substancias volateis sdo removidas. Por sua vez, o residuo obtido
no aquecimento direto é chamado de residuo seco, importante para produtos liquidos ou de alto
teor de umidade. A determinacédo deste parametro foi realizada conforme metodologia proposta
no Adolfo Lutz (1985) e por meio da equacdo 4.4, onde: N = n° de g de residuo seco; A = n°

de mL da amostra (ou n° de gramas).

100x N
A

Residuo seco por amostra = (4.4)

4.3.11 Cinzas

A determinacdo de cinzas foi realizada conforme metodologia proposta por Adolfo

Lutz (1985) e por meio da equagdo 4.5, onde: N = n° de g de cinzas; A = n° de g da amostra.

100 x N

Cinzas por amostra = (4.5)

4.3.12 Proteinas Sollveis

A determinacdo de proteinas sollveis foi realizada pelo método de Bradford (1976) que
se baseia na adicdo de etanol, acido fosférico e um corante chamado Azul Brilhante de
Coomassie G-250 a solucao contendo proteinas. O deslocamento de equilibrio do corante para
a forma catidnica (azul), é bastante absorvido a 595 nm em espectrofotbmetro. A curva de
calibracdo foi feita a partir da albumina, proteina encontrada na clara de ovo.

4.3.13 Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram gquantificados em espectrofotdmetro a 620 nm, usando o
reagente Anthrone (YEMM e WILLIS, 1954).

4.3.14 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante das amostras foi avaliada pelos métodos de eliminacdo de
radicais livies ABTSs+ (SAIMAITI et al., 2022) ¢ DPPH- (SILVA JUNIOR et al., 2021), bem
como pelo ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP).
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A atividade de eliminacdo de DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) foi medida por
espectrofotébmetro a 517 nm. A analise foi realizada misturando-se uma amostra diluida de 30
uL com 3,0 mL de solucao etandlica radical DPPHe (60 uM) e, em seguida, incubando no
escuro por 30 min. Trolox foi utilizado como padréo para a construcdo de uma curva analitica
e os resultados foram expressos como Trolox equivalente por mililitro (umol TE-mL-1).

A solucdo estoque de ABTSe+ foi preparada misturando 5 mL de solucdo de ABTSe+
(7 mM) e 88 uL de solugdo de persulfato de potassio (140 mM). Em seguida, a mistura foi
armazenada no escuro por 16 horas antes do uso. A solugao estoque ABTSe+ foi diluida com
etanol perfazendo sua absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm e configurada como solucéo de
reagdo ABTSe+. A amostra diluida de 30 pL foi adicionada a 3,0 mL de solucdo de reagéo
ABTSe+ e, em seguida, a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 6 min no €Scuro.
Finalmente, a absorbancia da mistura foi medida em espectrofotdmetro a 734 nm. As curvas
padrdo foram feitas usando solucGes com diferentes concentragdes de Trolox. Os valores da
Capacidade Antioxidante Equivalente Trolox (TEAC) foram apresentados como pmol
Trolox/mL.

O método FRAP foi realizado conforme Benzie e Strain (1996) com algumas
modificagdes. O reagente FRAP foi preparado misturando 250 mL de solucdo tampéo de
acetato (300 mM; pH 3,6), 25 mL de solugédo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e 25 mL
de solucéo aquosa de FeCls.6H20 (20 mM). Apos, 90 uL da amostra diluida e 270 uL de agua
destilada foram adicionados a 2,7 mL do reagente FRAP e entdo incubados a 37 °C por 30 min.
A absorbéancia foi medida a 595 nm. Os resultados obtidos foram comparados com uma curva
Trolox padrdo (100 — 800 umol-L-1) e expressos em mmol TE por mililitro de amostra.

4.3.15 Fendlicos

A analise dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se um sistema Sykam
HPLC-DAD (Sykam®, Alemanha) com um sistema de Bomba Quaternaria S 1125, Injetor de
Amostra S 5250, Detector UV/Vis S 3245 e um forno de coluna S 4120, conforme metodologia
proposta por Silveira e Meinhart (2017) com modificacdes. A coluna foi uma ReproSil 100 C18
(150 x 4,6 mm ID, tamanho de particuSILla de 5 um; Dr. Maisch®, Tuebingen, Alemanha),
eluida a 0,8 mL.mint com solvente A (solucdo de acido fosforico 0,1 M com pH = 2,0) e
solvente B (metanol acidificado com acido fosforico a 0,5%), de acordo com o seguinte
programa: solvente B a 5% por 5 min, depois um gradiente linear de 5% a 23% B por 9 min,
seguido por um gradiente linear de 23% a 50% B por 16 min e 80% B por 10 min. A temperatura

da coluna do forno foi fixada em 35°C. Compostos fendlicos foram detectados a 220 nm para
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(+) catequina, acido 3,4-di-hidroxibenzdico, acido vanilico e acido fumarico; 280 nm para 0s
acidos gélico, transcindmico e siringico; 320 nm para os &cidos ferulico, cafeico, clorogénico e
p-cumarico; 360 nm para quercetina, rutina, acido elagico e D-vanilina. A coleta e o
processamento dos dados foram realizados no softwareClarityChromatography v8.2 (DataApex
LTDA®, Praga, Republica Tcheca).

4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise estatistica dos resultados apresentados na presente pesquisa correspondeu a
média £ desvio padrdo (Dp) de trés repeticdes, comparadas por analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey para identificar diferengas entre as amostras por meio do programa
Sisvar (FERREIRA, 2019). As médias foram significativas em nivel de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A execucdo da presente pesquisa se deu por meio de trés etapas fundamentais: ensaios
preliminares, ensaios iniciais de bancada e ensaios de avaliagdo cinética da segunda
fermentacdo. Os ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de avaliar a influéncia
da concentracao de agucar cristal sobre a cinética da primeira fermentacéo do cha de kombucha.
Para tanto, a concentracdo padréo de sacarose utilizada pela Baud® (C1) foi comparada com a
concentracdo C», em termos de solidos sollveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT) e
Ratio.

Nesse sentido, a Figura 5.1 expde a tendéncia dos resultados obtidos a partir da analise
de SST de ambas as concentracfes de aclcar, em duplicata. Por questdo de sigilo, os valores da
ordenada do grafico foram ocultados sendo, contudo, possivel observar o decaimento das curvas
C:1 e Cz ao fim de 312 horas.

Figura 5.1 - Anélise média de sélidos solUveis totais em ensaios preliminares de concentragao

Cie(Cy
= e32.3_3_. 5 -
@ = @ ST T, _ .
o S ST Y MED. C1
L = B ,
n MED. C2
0 100 200 300 400
Tempo (h)

Os SST presentes no chd de kombucha sdo, em sua maioria, caracterizados pela
sacarose solubilizada no inicio do processo. Assim, a redugdo deste parametro ao longo do
tempo, indica que 0s microrganismos adicionados consumiram 0 agucar ao longo da
fermentagdo. Ao término dessa etapa, é possivel observar valores residuais de sacarose para
ambas as concentragbes testadas. No entanto nota-se, um maior valor residual para
concentracdo C, quando comparada a C1, indicando que essa possivelmente estava em excesso.

O carboidrato é o substrato para a cultura simbidtica de bactérias e leveduras na
fermentagdo do cha de kombucha. As leveduras convertem a fonte de aglcar em etanol e

diéxido de carbono, enquanto as bactérias acéticas metabolizam o etanol gerado, sintetizando



49

acidos organicos e uma nova camada de celulose para 0 SCOBY (JAYABALAN et al., 2010).
Importa, portanto, o uso de uma proporc¢ao adequada de sacarose uma vez gque, Se em excesso,
a bebida pode ficar excessivamente acida e alcodlica. Além disso, o tipo de agUcar utilizado
pode resultar em alteracdes tanto na composi¢éo quimica quanto nas caracteristicas sensoriais
(VOHRA et al., 2019).

A evolucdo média das curvas de acidez total titulavel é evidenciada na Figura 5.2.
Neste caso, a fermentagdo do mosto de concentragdo C, culminou em aumento de 32,56% na
quantidade de &cido acético por 100 mL de amostra, quando comparada a concentracdo Ci. O
aumento da acidez total titulavel se deve ao consumo dos aglcares presentes no meio e 0
aumento da concentragcdo de &cidos organicos, caracteristico do metabolismo das bactérias

aceéticas.

Figura 5.2 - Andlise média de acidez total titulavel em ensaios preliminares de concentracao
Cie(C;

0,9
0,8
0,7
0,6 + P
0,5

4

MED. C1

10 1@

0,4 32 %558 MED. C2
0,3 5.4 .87

0,2

0,1

0,0
0 100 200 300 400

Tempo (h)

Ac. Total (g ac. acético/100 mL)

O processo metabdlico da producdo do cha de kombucha ocorre de forma
complementar entre leveduras e bactérias, ocorrendo duas fermentacGes até a obtencdo do
produto. Inicialmente, através da enzima invertase, as leveduras hidrolisam a sacarose
adicionada ao cha em frutose e glicose, resultando em etanol e diéxido de carbono, processo
denominado fermentacdo alcodlica. Posteriormente, as bactérias presentes realizam a
fermentacao acética da mistura, processo caracterizado pela transformacéo do alcool em acido
acético, conferindo o sabor caracteristico de vinagre ao produto. Na fermentacdo do cha de
kombucha as bactérias acéticas realizam a converséao da glicose em acido glucénico e a frutose
em acido acético (JAYABALAN et al., 2014; DADA et al., 2021).
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A Figura 5.3 expde a variacdo média de Ratio de C: e C» condizente com a
transformacéo sensorial relativa a dogura e a acidez, perceptiveis ao longo da elaboracéo da
bebida. As equacbes de ambas as curvas de concentracdo sao mostradas a fim de constatar o
decaimento mais acentuado da reta Co, ratificado pelo coeficiente angular exposto (Tabela 5.1).
As referidas equacdes foram geradas por regresséo linear simples no programa Excel, utilizado
para tratamento de dados e plotagem de gréficos.

Figura 5.3 - Anélise média de Ratio em ensaios preliminares de concentracdo C1 e C»
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E plausivel que a curva de Ratio apresente a tendéncia a decair, uma vez que a sacarose
é consumida e os acidos organicos sdo gerados durante a producao do kombucha. A composicéo
final da bebida é determinada por diversos fatores, sendo determinantes a concentracdo de cha
e 0 tempo de fermentacdo (JAYABALAN et al., 2008; JAYABALAN et al., 2014). Dada et al.
(2021) realizaram a caracterizagdo do kombucha de cha verde e obtiveram valores de Ratio de
1,83+0,03, valor bem abaixo dos valores encontrados no presente trabalho, o que indica uma
docura menos pronunciada na bebida. Conclui-se que a concentracdo padrdo de sacarose
utilizado pela Baud® (C1) resultou em uma bebida com menores quantidades de &cido acético
e acucar residual, quando comparada a concentracdo C,. O teste com a concentragdo Ci
portanto, foi definido como o melhor resultado.
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Tabela 5.1 - Equacgdes das retas C1 e C» referentes a anélise média de Ratio em ensaios

preliminares

ConcentracOes Equacdo da reta
c Y =-0,0219x + 10,219
' R? = 0,8092
Y =-0,0433x + 17,543
C>

R? = 10,9247

A partir disso, prosseguiu-se com 0s ensaios iniciais de bancada da segunda

fermentacdo do kombucha para determinacdo das melhores concentracdes de flavorizantes nos

sabores caja e caju. Para tanto, as amostras de polpas e aromas naturais foram previamente

caracterizadas, obtendo os seguintes valores médios dos pardmetros analisados (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Caracterizacao fisico-quimica dos flavorizantes nos sabores caja e caju

CAJA CAJU

A Aroma Polpa Aroma Natural

Parametros Polpa
Natural

pH 2,13+0,02 3,33+0,02 3,92 + 0,03 4,14 + 0,02
SST (° BriX) 10+ 1,00 0 8,5+1,00 0
Cor (SRM) 0,899 + 0,01 0,015+ 0,00 0,236 + 0,01 0,077 + 0,00
ART (g/L) 8,56 + 0,05 - 28,02 + 0,03 -
Acidez Total 0,24 + 0,04 0,18 + 0,03

7 Y + + ) — i) 1 —_— 1
(g &c. acético/ 100 mL) 1,38+0,02 0,78 £0,05
Cinzas (%) 0,095 + 0,03 - 0,33+0,01 -
Residuo seco (%) 7.7+0,01 0,1+ 0,01 8,6 + 0,02 0,1+ 0,02

Os solidos soluveis totais (°Brix) séo usados como indice de maturidade para alguns

frutos ao indicar a quantidade de substancias, principalmente aclcares, dissolvidas no suco.

Rodrigues et al. (2018) avaliou os frutos do caja e encontrou valores de SST entre 8,25% e

15,42%, conforme o estagio de maturacdo. A deterioracdo do alimento deve-se a multiplicacéo
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de microrganismos e esta relacionada com o parametro de pH que também influencia as
atividades enzimaéticas e contribui com a retencdo de sabor e odor (SILVA et al., 2022).

O caja, embora muito aromatico, é um fruto com baixo teor de aclcar e que apresenta
uma acidez bastante pronunciada equiparada a outros frutos tropicais como 0 maracuja e o
abacaxi. Silva et al. (2022) apontam ainda que o pH deve estar abaixo de 4,5 para assegurar a
conservacao da polpa sem que haja necessidade de tratamento térmico muito elevado evitando
assim afetar a qualidade nutricional da polpa de fruta.

Para a comercializacdo de polpas de frutas no Brasil deve-se obedecer a Instrucéo
Normativa n° 49/18 (BRASIL, 2018) que estabelece critérios de valores minimos de Solidos
Solaveis (SST), pH e Acidez Total Titulavel (ATT) para cada tipo de fruto. Os valores para a
polpa de caju sdo SS de 10 °Brix, pH de 3,8 e ATT de 0,18 g de acido acético/100 g de amostra.
Ja para a polpa de caja tem-se SS de 9 °Brix, pH de 2,2 e ATT de 0,9 g de &cido acético /100 g
de amostra. Logo, as polpas comerciais utilizadas nos ensaios obedecem aos parametros legais
apontados, podendo ser utilizadas na produgdo do kombucha.

Na Tabela 5.2 nota-se que os flavorizantes sabor caja contém maior quantidade de
SST, sdo mais acidos (pH e ATT) e a polpa, especificamente, apresenta a cor amarela
esverdeada bastante pronunciada (absorbancia registrada: 0,899). Quando se comparou os dois
tipos de insumo entre si e para cada um dos sabores, observou-se que tanto para o0 caja quanto
para 0 caju as polpas apresentaram maior teor de SST, eram mais acidas (pH e ATT) e
apresentavam cores mais expressivaS em relacdo aos aromas naturais.

A realizacdo dos ensaios de bancada para avaliar a saborizagdo do kombucha foi entdo
iniciada pela fermentacdo do cha verde adocado com concentracdo Ci de aguUcar cristal, por 13
dias. A partir disso, prosseguiu-se com a flavorizacdo da bebida em volumes de bancada (1,2
L) e conforme metodologia descrita previamente. Assim, ao longo de 72 horas, a segunda
fermentacao do cha foi avaliada a partir de um comparativo entre as concentracoes de Polpa (P1
e P2) e de Aroma (A1 e A2) para cada um dos sabores. Deste modo, intencionou-se escolher
uma concentracdo em detrimento da outra, por meio do estudo dos parametros analisados.

De inicio, o indicador de solidos soluveis é avaliado para 0s ensaios de caja e de caju
(Figuras 5.4 e 5.5, respectivamente). Os resultados obtidos a partir da infusdo de aromas
naturais apontam, para ambos os sabores, uma relativa constancia de valores de SST sem
sinalizacéo de diferencas significativas entre as concentragdes A1 e A estudadas. Nos casos em
que a flavorizacao da bebida foi feita a partir de polpas, ocorreu algum decaimento do referido
pardmetro, visivel principalmente nas curvas de menor concentracdo (P1), quando comparadas

as de concentracdo P». Isso devido ao consumo de agucares pelos microrganismos do SCOBY



53

que, em um ambiente com maior disponibilidade de alimento, pode realizar a hidrolise em um
maior periodo (CHU e CHEN, 2006).

Figura 5.4 — A. Andlise de SST em ensaios com adi¢do de concentracdes de Polpa (P1 e P,)
sabor Caja; B. Analise de SST em ensaios com adi¢do de concentracdes de aroma natural (A;
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Figura 5.5 — A. Andlise de SST em ensaios com adi¢do de concentracdes de Polpa (P e P>)
sabor Caju; B. Andlise de SST em ensaios com adicao de concentracdes de aroma natural (Ax
e A;) sabor Caju
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As Figuras 5.6 e 5.7 sdo apresentadas para avaliacdo dos valores de pH ao longo da
segunda fermentacdo do kombucha com adi¢édo de caja e caju, nesta ordem. Observa-se que,
para ambos 0s sabores e seus respectivos tipos de insumo, a curva de pH decai sem sinalizar
diferencas significativas entre as concentragdes analisadas. Nota-se ainda que a flavorizacédo da
bebida por polpas de caja e de caju acarretou maior decaimento do citado parametro ao longo
do tempo, chegando a estar em desacordo com a legislacéo brasileira (que exige pH > 2,5), a
partir de 48 e 72 horas, respectivamente. Para esse tipo de insumo, ressalta-se entdo a

necessidade de um maior controle de pH.
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Figura 5.6 — A. Anélise de pH com adi¢&o de concentragdes de Polpa (P. e P;) sabor Caja; B.
Analise de pH em ensaios com adicdo de concentracdes de aroma natural (A; e A,) sabor Caja
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Figura 5.7 — A. Andlise de pH em ensaios com adi¢do de concentracdes de Polpa (P e P,)
sabor Caju; B. Analise de pH em ensaios com adicdo de concentracdes de aroma natural (A; e

A;) sabor Caju
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A ATT do kombucha de caja e de caju € mostrada em termos de producdo de acido
acetico nas Figuras 5.8 e 5.9, respectivamente. Para ambos os sabores e tipos de insumos
testados observou-se aumento na acidez da bebida em conformidade com a queda de pH
anteriormente relatada. Os ensaios preliminares ndo apontaram diferencas significativas entre
as concentracdes de polpas e aromas naturais. Contudo, nota-se maior ascensdo da curva de

ATT nos ensaios de sabor caja.
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Figura 5.8 — A. Anélise de acidez total titulavel em ensaios com adigdo de concentragdes de
Polpa (P. e P,) sabor Caja; B. Analise de acidez total titulavel em ensaios com adigéo de
concentragdes de aroma natural (A e A,) sabor Caja.
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Figura 5.9 — A. Anélise de acidez total titulavel em ensaios com adi¢do de concentragdes de
Polpa (P. e P») sabor Caju; B. Anélise de acidez total titulavel em ensaios com adicgdo de
concentragdes de aroma natural (A: e A;) sabor Caju.
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As Figuras 5.10 e 5.11 ilustram a analise de cor do kombucha de caja e de caju,
respectivamente. E possivel inferir um aumento da cor da bebida ao longo da segunda
fermentacdo, provavelmente relativo a pigmentacdo das amostras pela infusdo dos

flavorizantes.
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Figura 5.10 — A. Andlise de cor em ensaios com adi¢do de concentragdes de Polpa (P: e P2)
sabor Caja; B. Analise de cor em ensaios com adi¢do de concentracfes de aroma natural (A; e
A.) sabor Caja

A B
0,9 0,9
0,8 0,8
0,7 0,7
g 0,6 0,6
x 0,5 ®[P1] = 0,413 ® [A1]
(%) - 0,358 2 0
5 %% | 0254 et - D & [P2] s 04 10,307 .Q.' o [A2]
© 0,3 it 5 03 ....'-..-;--- @ 375
' 0,343 o
0,2 0,264 0,2 0,295
0,1 0,1
0 0
0 20 40 60 80 0 50 100
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 5.11 - A. Analise de cor em ensaios com adicéo de concentracGes de Polpa (P.e P,)
sabor Caju; B. Analise de cor em ensaios com adi¢do de concentraces de aroma natural (A; e

A;) sabor Caju
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Os ensaios de bancada também foram avaliados quanto ao Ratio (Figuras 5.12 e 5.13).
E possivel observar, respectivamente para o caja e o caju, curvas decrescentes que nao sinalizam
diferencas significativas quanto a concentragdo de insumos analisados. Assim, o decaimento do
referido parametro é expressivo e entendido como um indicador de alteragdo de sabor,
correlacionada a etapa de infusdo dos flavorizantes. Logo, nos estudos avaliados, as
caracteristicas sensoriais da bebida tendem a um menor dulcor e uma maior acidez,

principalmente no caso das polpas que apresentam queda mais acentuada de valores de Ratio.
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Figura 5.12 — A. Analise de Ratio em ensaios com adicdo de concentra¢@es de Polpa (P e P>)
sabor Caja; B. Analise de Ratio em ensaios com adi¢do de concentracdes de aroma natural (A:
e A,) sabor Caja
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Figura 5.13 — A. Analise de Ratio em ensaios com adi¢cdo de concentracfes de Polpa (P e Py)
sabor Caju; B.Analise de Ratio em ensaios com adi¢do de concentracdes de aroma natural (A;
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As impressfes sensoriais acerca do odor e do reconhecimento gustativo das frutas
foram fatores influentes na determinacdo das melhores concentracfes de polpas e aromas
naturais. No caso das amostras saborizadas com as maiores concentragdes de polpa (P2) de caja
e de caju, foi observado um leve odor de enxofre nas bebidas, provavelmente devido ao excesso
de acucares e/ou fibras presentes. Ja para as maiores concentracdes de aromas (A2) 0s sabores
e odores foram pronunciados de forma bastante artificial, semelhantes ao aroma de Tutti Frutti,
tornando dificil o seu reconhecimento.

A possibilidade de redugdo de custos relativos a etapa de flavorizacdo do kombucha
também conduziu a escolha das menores concentragdes de aroma e de polpa (A1 e P1) para
ambos os sabores testados. Desta maneira, prosseguiu-se com a avaliagdo cinética da segunda

fermentacao da bebida.
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O envase do kombucha de caja e de caju, saborizados com as melhores concentracfes
de insumos, ocorreu para as polpas, aromas naturais e aromas adicionados de priming. Assim,
no decorrer de 15 dias, relativos a maturacao e gaseificagdo natural da bebida, amostragens
foram realizadas em triplicatas e a cada 120 horas para avaliacdo cinética.

A andlise de SST esté apresentada na Figura 5.14 a qual revela uma queda do referido
pardmetro para todas as curvas de ambos os sabores testados. Foi registrada, contudo, uma
variacdo mais acentuada para as polpas que, ao término de 360 horas, apresentaram valores de

1,4 °Brix enquanto os aromas apontaram 2,0 e 1,9 °Brix para o caja e caju, respectivamente.

Figura 5.14 — A. Anélise de SST em ensaios de avaliacdo cinética com adicao das melhores
concentragdes de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caja; B. Analise de SST em
ensaios de avaliacdo cinética com adicdo das melhores concentracdes de polpa, aroma e

aroma com priming sabor Caju
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A Figura 5.15 ilustra o parametro de pH para os kombuchas de caja e de caju, nesta
ordem. A partir de sua avaliacdo, nota-se uma relativa queda de valores para 0os aromas
acrescidos ou ndo de priming, enquanto os valores dos ensaios com as polpas quase ndo
variaram. Vale ressaltar ainda que, para ambos 0s sabores, as amostras de aromas naturais foram

iniciadas em pH mais elevado, convergindo ao valor final dos ensaios com polpas.
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Figura 5.15 — A. Andlise de pH em ensaios de avaliacdo cinética com adi¢do das melhores
concentragdes de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caja; B. Analise de pH em ensaios
de avaliagdo cinética com adi¢do das melhores concentracdes de polpa, aroma e aroma com
priming sabor Caju
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A ATT do kombucha de caja e de caju € mostrada na Figura 5.16, onde nota-se a
relativa ascensdo das curvas que ilustram a sintese de acido acético pelos microrganismos
envasados. Observa-se também resultados semelhantes entre os ensaios de aromas naturais
sendo, contudo, distintos dos valores finais das amostras saborizadas com polpas. Pode-se supor
que outros &cidos foram gerados baixando o pH das amostras de aroma até que as trés curvas

se igualassem.

Figura 5.16 - A. Andlise de acidez total titulavel em ensaios de avaliacdo cinética com adicao

das melhores concentragdes de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caja; B. Analise de

acidez total titulavel em ensaios de avaliacdo cinética com adicdo das melhores concentragoes
de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caju
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A anélise de cor, por sua vez, ¢ mostrada na Figura 5.17. Sua avaliacdo sugere reducao
da cor transmitida da bebida ao longo do tempo destinado a maturacdo e gaseificagéo.
Visualmente, esse aspecto € bastante notado em ambas as amostras analisadas de caja e de caju

como uma espécie de “clarificagdo”.
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Figura 5.17 — A. Analise de cor em ensaios de avalia¢do cinética com adi¢do das melhores
concentragdes de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caja; B. Analise de cor em ensaios
de avaliagdo cinética com adi¢do das melhores concentracdes de polpa, aroma e aroma com

priming sabor Caju
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O Ratio foi calculado nos ensaios de avaliacdo cinética do kombucha saborizado com

as melhores concentrac6es de polpas, aromas e aromas acrescidos de priming. A fim de avaliar

o referido pardmetro, a Figura 5.18 é apresentada. Nela nota-se um leve decaimento das curvas

de caja, sendo a variacdo de valores mais expressiva nos ensaios de caju. Deste modo,

ressaltamos que para ambos os sabores avaliados, os ensaios com polpas apresentaram

caracteristicas de menor dulcor e maior acidez, demonstradas pelos menores valores de Ratio.

Figura 5.18 — A. Analise de Ratio em ensaios de avaliacdo cinética com adi¢do das melhores
concentragdes de polpa, aroma e aroma com priming sabor Caja; B. Analise de Ratio em
ensaios de avaliacdo cinética com adi¢do das melhores concentragdes de polpa, aroma e

aroma com priming sabor Caju
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As amostras foram avaliadas quanto a densidade relativa e os valores com seus

respectivos desvios padrao, significativos apenas a partir da quarta casa decimal e os dados

estdo apresentados na Tabela 5.3 e 5.4 para os tempos de amostragem da etapa de avaliacdo

cinética de caja e caju, respectivamente. Observa-se que a densidade relativa do kombucha,
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bebida composta majoritariamente por agua, se assemelha a densidade relativa da agua pura (1

a 4°C) em todos 0s ensaios

Tabela 5.3 — Densidade relativa média para o kombucha sabor Caja

Tempo (h) Polpa Aroma Aroma com
priming
120 1,008 + 4.10* 1,009 + 4.10* 1,010 + 2.10*
240 1,009 + 6.10* 1,010 +5.10* 1,011 + 4.10*
360 1,007 +4.10* 1,010 +3.10* 1,010 + 3.10*

Tabela 5.4 — Densidade relativa média para o kombucha sabor Caju

Tempo (h) Polpa Aroma Aroma com
priming
120 1,007+ 2.10* 1,008 +3.10* 1,006 +2.10*
240 1,006 +3.10* 1,008 +2.10* 1,011+
4.10*
360 1,008 + 3.10* 1,023 +1.10* 1,006 + 5.10*

O estudo da espumabilidade do kombucha buscou avaliar a producéo e a retencao de

espuma por intermédio de provetas, cronémetro e ferramentas de filmagem. Tal parametro, foi

analisado em paralelo & produgdo de CO2 que ocorreu mediante a leitura de mandmetros

acoplados as garrafas modelo e acompanhamento visual da gaseificagdo em garrafas PETSs.

Contudo, é necessario informar que durante o ensaio em questdo nao foi possivel ler a

pressdo nos mandmetros citados devido a erros de encaixe da ferramenta nas garrafas. Nesse

contexto, 0s quadros a seguir sdo apresentados a fim de ilustrar visualmente, a gaseificacdo

natural da bebida sabor caja e sabor caju, em triplicatas e nos trés pontos de amostragem: D1
(120h), D2 (240h) e D3 (360h), respectivamente.

Assim como previsto pelo consumo de valores em Brix apds 0 envase, 0s ensaios com

polpas de ambos os sabores resultaram em maior gaseificacdo, quando comparados as amostras
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saborizadas por aromas naturais. Neste Ultimo caso, foi observado que a adi¢do de priming ndo
foi suficiente para uma producdo satisfatoria de CO> durante o periodo avaliado.

Quadro 5.1 - Analise de espumabilidade nos tempos de amostragem em ensaios de avaliacéo
cinética com adicdo das melhores concentraces de polpa, aroma e aroma com priming sabor
caja.

CAJA

Aroma Aroma com priming Polpa

D1: 120 horas

D2: 240 horas
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D3: 360 horas

Quadro 5.2 - Andlise de espumabilidade em ensaios de avaliacdo cinética com adicdo das
melhores concentracBes de polpa, aroma e aroma com priming sabor caju.

CAJU

Aroma Aroma com priming Polpa

Di: 120 horas

D2: 240 horas
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D3: 360 horas

m [0

a*
oy

A partir das amostras de 360 horas (D3), consideradas as melhores condi¢des de

processo, quantificou-se cinzas, residuo seco, proteinas solUveis e carboidratos totais (Tabela

5.5).
Tabela 5.5 — Caracterizacdo nutricional do kombucha sabor Caja e Caju nas melhores
condigdes de processo.
CAJA CAJU
Compostos Polpa  Aroma Aromacom Polpa Aroma  Aromacom
priming priming
Cinzas (%) 0,14+ 0,28+ 0,22+ 0,37 + 0,43 + 0,39 +
0,05b 0,0la 0,03a 0,04a 0,03a 0,01a
Residuo seco (%) | 0,6 + 1,7+ 15+ 0,5+ 13+ 11+
0,1ab 0,2a 0,1a 0,2b 0,2a 0,3a
Proteinas soltveis | 3,63+ 2,84+ 3,57 + 2,96 + 2,98 + 2,29 +
(mg/mL) 0,12 0,015 0,046 0,05a 0,16a 0,09a
Carboidratos 0,14+ 126+ 1,56 + 0,13 + 1,16 + 0,94 +
totais (%) 0,0lab  0,05a 0,04a 0,02b 0,03a 0,04a

O teor de cinzas verifica a adigdo de material inorganico ao alimento. Durante esta

analise, a matéria organica é queimada a uma alta temperatura, restando apenas residuos

minerais fixos tais como sodio, potassio, magnésio, calcio, ferro, fésforo, cobre, cloreto,

aluminio, zinco, manganés, dentre outros (MELO FILHO, 2011).

Deste modo, informagdes previas sobre o valor nutricional do produto sdo fornecidas e

devem ser utilizadas em andlises subsequentes para caracterizacdo dos referidos minerais.

Segundo Lima et al. (2009), as folhas do género Camelia sinensis como substrato é capaz de
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acumular minerais, sendo alguns deles essenciais para a saide humana (K, Mg, Mn, Ca, Zn,
Cr, Ni e Se).

Conforme é mostrado na Tabela 5.4, os testes em que a saborizacdo do kombucha foi
feita a partir de polpas, resultaram em menores valores de cinzas para ambos os sabores
avaliados. Os ensaios de sabor caju apresentaram valores superiores aos de caja, em
consonancia com os valores de cinzas quantificados na caracterizacdo dos respectivos
flavorizantes (Tabela 5.2). Importa ressaltar ainda que ndo houve diferenca significativa entre
0s teores de cinzas encontrados nos testes com aroma naturais de caja e de caju acrescidos ou
nao de priming.

Silva et al. (2013), ao estudar o kombucha de ch& verde, apontaram valores de cinzas
totais superiores aos valores encontrados (entre 4,59 e 7%), observando a presenca de cloreto,
zinco e magneésio. Nas andlises de Ribeiro et al. (2014) o residuo mineral fixo esteve entre
0,63% e 0,66%, representando valores mais aproximados ao do presente trabalho.

A andlise de umidade em alimentos desempenha um papel fundamental para inspecao
do produto, passando pelo controle de qualidade até a logistica de armazenamento. No caso de
produtos com um alto teor de umidade, quantifica-se o residuo seco de modo complementar
(MELO FILHO et al, 2013).

Assim, quando as substancias volateis do kombucha foram evaporadas, o soluto
remanescente, outrora dissolvido na bebida, foi determinado (Tabela 5.4). Nota-se valores que
variam de 0,6 a 1,5 para o caja e de 0,5 a 1,3 para o caju. Valores superiores foram encontrados
por Castro, Ribeiro e Ribas (2023) no estudo do kombucha de ché verde e cha de hibisco
acrescidos de extrato de camu-camu, para os quais foram registrados, ap6s 10 dias de
fermentacdo, valores médios de residuo seco iguais a 2,25% e 2,15%, respectivamente. Cabral
(2021) encontrou valores de umidade entre 90,42% e 96,8% para 15 formulages distintas de
sabores de kombucha a partir da infusdo de polpas de fruta e especiarias.

No kombucha sdo encontrados nove aminoécidos essenciais (histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), sendo estes 0s
constituintes de proteinas, fundamentais para as fungdes corporais (MALBASA et al., 2011).
As quantidades de proteinas sollveis encontradas no presente estudo, ndo apresentaram
variacoes estatisticas significativas para cada um dos sabores avaliados e 0s respectivos tipos
de insumo (Tabela 5.4).

Cardoso et al. (2020) encontraram 1,74 mg/5ml de proteinas ao analisar amostras de
kombucha de cha preto, sendo este um baixo percentual. Rossoni (2019) estudou cinco

formulacbes de kombucha com diferentes carboidratos e constatou valores entre 0,3 e 0,41
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mg/mL de proteina com variacbes mapeadas a cada cinco dias, indicando que a fonte de
carboidrato ndo interferiu significativamente na sintese do referido composto.

Por fim, a Tabela 5.4 mostra os valores de carboidratos totais avaliados ap6s 360 horas
de maturacéo e carbonatacdo natural da bebida. A partir destes, observa-se menores quantidades
de acucares para o kombucha flavorizado com polpa (caja: 0,14% e caju: 0,13%) e valores
superiores para 0s aromas naturais de ambos os sabores (caja: 1,26% e caju: 1,16%), sem
diferenca significativa em relacdo aos ensaios acrescidos de priming (caja: 1,56% e caju:
0,94%). Tal resultado infere que nos ensaios com polpas houve uma maior disponibilidade de
acucares simples, ou seja, de facil absorcao pelas leveduras, refletido neste caso, em uma maior
producdo natural de CO2 quando comparados aos ensaios com aromas (Quadro 4.1 e 4.2). Os
valores constatados de carboidrato também foram condizentes com os valores de Ratio
percebidos maiores para os aromas de ambos os sabores (Figuras 5.18 - A e B).

Lima et al. (2019), analisaram o consumo de carboidratos ao longo de 25 dias de
fermentacdo do kombucha de chéa verde, apontando uma reducdo média de cerca de 60% nos 6
primeiros dias. Cardoso et al. (2020) encontraram valor de carboidrato de 0,0761 mg/5ml
evidenciando a atividade bioldgica da cultura do Kombucha.

A influéncia da substituicdo das polpas por aromas naturais na segunda fermentacao do
cha também foi verificada quanto a atividade antioxidante e fenolicos individuais ap6s 360
horas de maturacdo e gaseificacdo natural da bebida. Segundo Schroeder (2019), a atividade
antioxidante do kombucha esta relacionada a presenca de polifendis e catequinas, que tém suas
concentracgdes e atividades de reacdo para eliminacao de radicais livres aumentada ao longo do
tempo de fermentagé&o.

Para a determinacéo da atividade antioxidante das amostras, dois métodos de eliminacao
de radicais livres foram utilizados: DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS (2,2-azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico). O método de FRAP, capaz de medir o poder
antioxidante redutor férrico, também foi utilizado. Em todos os casos, o Trolox foi utilizado
como padrdo para a construcéo das curvas analiticas e os valores da Capacidade Antioxidante

Equivalente Trolox (TEAC) sdo mostrados na Tabela 5.6, expressos em umol/mL.
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Tabela 5.6 — Determinacdo de atividade antioxidante do kombucha sabor Caja e Caju
nas melhores condicGes de processo

CAJA CAJU
Método Polpa Aroma  Aroma com Polpa Aroma  Aroma com
priming priming
DPPH 7,03 + 6,53 + 7,43 + 6,73 + 7,83 + 8,03 +
0,17a 0,55a 0,45a 0,49a 0,05a 0,21a
ABTS 12,92 + 13,42 + 14,62 + 13,42 + 13,92 + 13,82 +
0,17a 0,81a 0,53ab 0,21a 0,35ab 0,32a
FRAP 12,04 + 10,80 + 12,36 + 12,11 + 11,87 + 12,71 +
0,69a 0,55ab 1,01a 0,63a 0,50a 0,97a

Nota-se que os valores obtidos por DPPH foram ligeiramente inferiores aos outros dois
métodos testados que resultaram em valores proximos entre si e significativos, sendo possivel
inferir que os kombuchas avaliados de caja e de caju, saborizados com polpas e aromas naturais
(acrescidos ou ndo de priming), apresentaram alta atividade sequestradora de radicais livres
(ABTS > DPPH) e poder redutor de Fe** em Fe?*.

Saimaiti et al. (2022) estudaram a fermentacdo do kombucha de cha verde ado¢ado
relatando valores de FRAP de 7000 e 6500 umol/L no 15° dia de fermenta¢do, em amostras
com a presenca e auséncia de residuo de folhas do chd no fermentador, respectivamente.
Resultados proximos a estes foram encontrados por Srihari e Satyanarayana (2012) em estudo
gue quantificou, através da metodologia do ABTS, a atividade antioxidante em 70,1% para o
kombucha de cha verde.

Por fim, os valores dos compostos fendlicos, caracterizados por cromatografia para as
amostras D3 de caja e de caju, sdo apresentados na Tabela 5.7, sendo expressos em mg/L junto
aos seus respectivos desvios padrdo. As nove substancias detectadas foram quantificadas,
conforme metodologia previamente descrita, dentre quinze padrdes de curva: catequina,
quercetina, rutina, D-vanilina, acido 3,4-di-hidroxibenzdico, acidos elagico, vanilico, fumarico,
galico, transcinamico, siringico, ferulico, cafeico, clorogénico e p-cumarico.

Fendlicos sdo bioativos que interferem em alvos fisioldgicos especificos, fornecendo
defesas antioxidantes, inflamatorias e mutagénicas ao corpo humano. Por esse motivo, sdo
considerados essenciais para uma dieta balanceada, podendo ser provenientes de alimentos de
origem animal (&cidos graxos como 6mega 3, por exemplo), vegetal (carotenoides, compostos
fenolicos, fitosterdis) ou do metabolismo de microrganismos (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Logo, os resultados obtidos podem ser provenientes das folhas do cha e da fonte de carboidrato
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utilizados como base para a fermentagdo do kombucha. Santos et al. (2018) relatam que o
consumo continuo de chas reduz o risco de doencas degenerativas devido aos seus Varios
antioxidantes e compostos fendlicos, principalmente catequinas e derivados.

Kaewkod et al. (2019) relatam que durante a fermentacdo do kombucha bactérias
formadoras de compostos ativos se multiplicam conforme a qualidade do cha utilizado. Em
estudos realizados por Couto e Lima (2020) com o kombucha de ch& verde observou-se um
aumento consideravel de fenolicos, com pico maximo no sétimo dia.

Quantidades consideraveis de acidos fendlicos, flavondides, flavonois e taninos também
sdo encontrados em uma extensa variedade de frutas que podem apresentar propriedades
funcionais como efeitos antiestresse oxidativo e anticarcinogénico. Tais atributos, contudo,
estariam associados a sabores adstringentes que reduzem a palatabilidade desses alimentos
(SGARBIERI e PACHECO, 1999).
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Tabela 5.7 — Determinagéo de compostos fendlicos individuais do kombucha sabor Cajé e
Caju nas melhores condi¢des de processo

CAJA CAJU
Compostos Polpa Aroma Aroma com Polpa Aroma  Aromacom
priming priming
Acido Galico 61,36 + 40,63+ 49,16 + 5453+ 52,01+ 62,27 +
0,40a 1,15b 0,21ab 1,87a 0,02a 0,68a
Acido Siringico 21,78+ 21,31+ 30,26 + 19,78+ 23,04 + 21,38 +
0,90a 1,06a 1,72a 0,35ab 0,55a 1,69a
Acido 0,76 + 0,49 + 0,65 + 0,40 + 0,56 + 0,58 +
Clorogénico 0,09a 0,00b 0,03a 0,00ab 0,02a 0,01a
Acido Cafeico 021+ 014+ 0,15 + 013+ 0,16+ 0,18 +
0,02a 0,01a 0,01a 0,02a 0,02a 0,01ab
Acido 1,99 + 0,97 + 2,12+ 1,83+ 1,90 + 1,99 +
p-COUmMAarico 0,02a 0,79ab 0,02a 0,02a 0,01a 0,02a
Acido 815+ 6,65+ 8,38 + 741+ 662+ 7,66 +
Elagico 0,03a 0,00b 0,16a 0,01a 0,88a 0,05a
Catequina 221,97+ 177,99 + 220,25 + 210,66 204,07 + 222,61 +
0,90a 1,26a 2,91a +1,08a 2,14a 0,06a
Rutina 13,53+ 10,30 + 1291 + 10,87+ 10,12 + 11,43 +
0,06a 0,00a 0,17a 0,06a 1,24a 0,02a
Quercetina 0,45 + 0,30 + 0,41+ 0,40 + 0,40 + 0,47 +
0,07a 0,01b 0,0l1a 0,0l1a 0,03a 0,03a

Em estudo com kombucha de cha verde adogado, Saimaiti et al. (2022) quantificaram
valores de acido galico (4 mg/L), acido clorogénico (15 mg/L), catequina (57 mg/L), rutina (23
mg/L) e acido elagico (40 mg/L) em 15 dias de primeira fermentacdo. Tais valores de fendlicos
sdo, em geral, inferiores aos determinados no presente estudo, possivelmente porque para 0s
ensaios de caja e de caju, houve a adicdo de flavorizantes em uma segunda etapa de
fermentacdo, seguida de uma quinzena de dias destinada a maturagéo e gaseificagéo natural da
bebida.
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6 CONCLUSOES

- Os resultados deste estudo mostraram que a concentra¢ao padrdo de sacarose utilizada
pela Baua® (C1) resultou em uma bebida com menores quantidades de &cido acético e agUcar
residual, quando comparada a concentragédo C». Portanto, o teste com a concentracdo C; foi
definido como o melhor resultado.

- As polpas comerciais utilizadas nos ensaios obedeceram aos parametros legais
confirmados por sua caracterizagdo, podendo ser utilizadas na producdo do kombucha. Foram
estabelecidas entdo, duas concentracdes de polpas e duas concentracfes de aromas naturais de
caja e de caju, com base nas atuais receitas industriais da Baua Kombucha® e na dosagem
indicada pelo fabricante, considerando diluicdo maxima de até 10% (v/v) e 0,1% (v/v) para 0s
respectivos tipos de insumos.

- A flavorizacdo da bebida por polpas acarretou um maior decaimento do pH ao longo
do tempo, chegando a estar em desacordo com a legislacdo brasileira (que exige pH > 2,5),
sendo necessario um maior controle do referido parametro. A quantificacéo de etanol na bebida
também é sugerida, a fim de avaliar ainda mais a qualidade e seguranca do produto.

- A maior concentracdo de polpas resultou em um leve odor de enxofre nas bebidas,
provavelmente devido ao excesso de acgucares e/ou fibras presentes. Ja para as maiores
concentracdes de aromas, os sabores e odores foram pronunciados de forma bastante artificial,
semelhantes ao aroma de Tutti Frutti, tornando dificil o seu reconhecimento. Tal fato aliado a
possibilidade de reducdo de custos relativos a etapa de flavorizacdo do kombucha, também
conduziu a escolha das menores concentra¢fes de aromas e de polpas (A1 e P1) para ambos 0s
sabores testados.

- Os ensaios com polpas de ambos os sabores resultaram em maior gaseificagdo, quando
comparados as amostras saborizadas por aromas naturais. Neste Gltimo caso, foi observado que
a adicdo de priming néo foi suficiente para uma producao satisfatoria de CO durante o periodo
avaliado.

- As quantidades de proteinas sollveis encontradas ndo apresentaram variagdes
estatisticas significativas para cada um dos sabores avaliados e 0s respectivos tipos de insumo.
Observa-se, contudo, menores quantidades de carboidratos totais para o kombucha flavorizado
com polpa e valores superiores para 0s aromas naturais de ambos os sabores, com e sem
priming. Tal resultado infere uma maior disponibilidade de agUcares simples, refletido nos
ensaios com polpas, em uma maior producdo natural de CO> e condizente com os valores de

Ratio percebidos maiores para os aromas de ambos 0s sabores.
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- Por fim, os kombuchas avaliados de caja e de caju, saborizados com polpas e aromas
naturais (acrescidos ou ndo de priming), apresentaram alta atividade sequestradora de radicais
livres (ABTS > DPPH) e poder redutor férrico. Em analises, foram detectados e quantificados
nove compostos fendlicos dentre quinze padrdes de curva.

- Em conjunto, os resultados desta pesquisa permitem concluir que as bebidas
desenvolvidas apresentaram excelentes propriedades funcionais e alta capacidade antioxidante.
Além disso, podem ser associadas a uma alimentacéo saudavel e ao bom funcionamento do
organismo. No entanto, apesar dos resultados serem satisfatorios, ndo foram encontrados
parametros conclusivos que indiquem a viabilidade de substituicdo das polpas por aromas

naturais para o kombucha de cha verde saborizado com caja e com caju.
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