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RESUMO

A kombucha é uma bebida de origem chinesa com propriedades probioticas
tradicionalmente preparada a partir da fermentacdo do cha verde ou preto (Camellia
Sinensis). Para iniciar o processo de fermentacéo, € usado como inoculo o SCOBY,
uma sigla em inglés para Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast, que contém as
colbnias de bactérias e leveduras responsaveis pela fermentacdo. O carboidrato mais
comumente utilizado no processo de fermentacdo da kombucha é o aglicar comum,
gue consiste em cerca de 99% de sacarose em sua composicdo. Além disso, outras
fontes ricas em carboidratos, juntamente com outros componentes de interesse,
incluem o mel de abelha (apis mellifera) e o xarope de agave. Neste trabalho foi
realizado o acompanhamento cinético durante as fermenta¢des das kombuchas a
base de cha mate usando mel de abelhas, xarope de agave e acUcar cristal como
fontes de carboidratos. Para a fermentacéo foi utilizado: 10% de in6culo e 50 g/L das
diferentes fontes de carbono. A fermentagdo foi acompanhada durante 14 dias.
Durante esse trabalho pode-se observar que tanto a kombucha preparada com mel
de abelha, quanto a preparado com xarope de agave tiveram resultados semelhantes
com relacdo ao pH e a acidez. Em relacdo ao consumo de carboidratos, as trés
kombuchas apresentaram apenas pequenas variagcdes, nos levando a acreditar que

0s microrganismos fizeram uso de outros componentes presentes no cha.

Palavras-chave: bebida fermentada; alimento funcional; SCOBY; cha Mate; mel;

xarope de agave.



ABSTRACT

Kombucha is a beverage of Chinese origin with probiotic properties traditionally
prepared from the fermentation of green or black tea (Camellia Sinensis). To start the
fermentation process, SCOBY is used as an inoculum, an acronym in English for
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast, which contains the colonies of bacteria and
yeasts responsible for fermentation. The most used carbohydrate in the kombucha
fermentation process is common sugar, which consists of around 99% sucrose in its
composition. Other sources rich in carbohydrates, along with other components of
interest, include bee honey (Apis mellifera) and agave syrup. In this work, kinetic
monitoring was carried out during the fermentations of kombuchas based on mate tea
using bee honey, agave syrup, and crystal sugar as carbohydrate sources. For
fermentation, 10% inoculum, and 50 g/L of different carbon sources were used. The
fermentation was monitored for 14 days. During this work, it was observed that both
the kombucha prepared with bee honey and the one prepared with agave syrup had
similar results in relation to pH and acidity. Regarding carbohydrate consumption, the
three kombuchas showed only small variations, leading us to believe that the

microorganisms used other components in the tea.

Keywords: Fermented drink; Functional food; SCOBY; Yerba mate Tea; Honey;

Agave syrup.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Principais géneros de bactérias e leveduras em kombuchas de origens

ITBIENTE <. 17
Figura 2 - Fluxograma de produg&o da Kombucha ................uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 21
Figura 3 - Atividade metabdlica dos micro-organismos da kombucha. ..................... 24

Figura 4 - Representacdo da estrutura de sacarose, composta por glicose (D) e

frutose (E), ligadas por uma ligacao glicosidica. .............ccuvviiiiiiiieiiiiiiiicc e, 26
Figura 5 - Meios de fermentag8o A, B € C. .......uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 28
Figura 7- Fontes de carboidratos utilizadas neste trabalho. ............ccccccviiiiiiiiiiinnnne. 29
Figura 6 - Erva mate utilizada para obteng@o do Cha. ..........cccoooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 29
Figura 8 - Comportamento do pH durante a fermentacao............ccccevvvvviiiiiieeereennnns 31
Figura 9 - Carboidratos durante a fermentacdo...............couuvveiiiiieeiieieiiicei e, 33
Figura 10 - Acidez total durante a fermentagao. ............oooecuvrriiiiiee e 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- pH das kombuchas e seus respectivos desvios padroes. ........ccccccevveeeeeee. 31
Tabela 2 - Teores dos principais agucares presentes nas fontes de carbono......... 31
Tabela 3 - °Brix das kombuchas e seus respectivos desvios padrdes.Erro! Indicador
ndo definido.

Tabela 4 - Acidez total das kombuchas e seus respectivos desvios padrdes. ..... Erro!
Indicador n&o definido.

10



1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

2.2. Objetivos Especificos

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Kombucha

3.1.1. Composicao quimica

SUMARIO

3.1.2. Microrganismos presentes na kombucha

3.1.3. Beneficios da Kombucha
3.1.4. Modo de preparo

3.1.5. Legislacao brasileira

3.2. Erva-mate

3.3. Processo fermentativo
3.3.1. Temperatura

3.3.2.  Acucar cristal

3.3.3. Mel

3.3.4. Xarope de Agave

4. METODOLOGIA

4.1. Preparacao dos meios de fermentacdo

4.2. Metodologia analitica

4.2.1. Andlise de pH

4.2.2. Andlise de solidos soluveis
4.2.3. Determinacao de acidez

5. RESULTADOS E DISCUCOES
5.1. Variacdes de pH

5.2. Consumo de carboidratos
5.3. Variagao de acidez

6. CONCLUSAO

REFERENCIAS

11

11
13
13
13
14
14
14
15
18
20
21
22
23
25
25
26
27
28
28
29
29
30
30
31
31
33
34
37
38



1. INTRODUCAO

A kombucha € uma bebida obtida a partir da fermentacdo do cha verde ou preto
adocado, por uma cultura fermentativa que consiste em um consorcio de
microrganismos (bactérias e fungos) atuando de forma simbidtica. (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2000). A bebida, ap6s produzida, tem caracteristicas semelhantes a
espumantes, refrescante e com sabor acido, similar a sidra de macad (MEDEIROS,
2019). Por se tratar de uma bebida rica em substancias com propriedades bioativas,
especialmente compostos fendlicos, alguns estudos apontam que o consumo da
kombucha pode ser benéfico para saude. (Cardoso et al., 2020). Vale ressaltar que a
presenca desses compostos resulta das diferentes fontes de carbono e dos tipos chas
usados como base da fermentacdo. Um exemplo de fonte de compostos fendlicos é a
erva mate (llex paraguariensis) (OLIVEIRA; BASTOS, 2011)

Embora a kombucha seja comumente produzida a base de cha verde ou cha preto
(Camellia sinensis), existem diversos trabalhos que utilizaram outras matérias primas
como diferentes fontes de carbono, ervas ou especiarias, para a obtencdo dessa
bebida.

A llex paraguariensis ou mais conhecida popularmente por erva-mate é uma planta
nativa da América do Sul, e abundante em grande parte da vegetacdo da Argentina,
Paraguai e Brasil, nos trés paises o cultivo desta erva € feito em sua maioria por
pequenos produtores e pelas proprias ervateiras, e possui uma grande importancia
social, cultural e econbmica, além de possuir propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antimutagénicas e hipoglicemiantes. (RESENDE et al.,, 2000;
BRACESCO et al., 2011). No Brasil, a erva-mate € amplamente consumida na regido
sul do pais, e principalmente nas formas de ch@, tereré e chimarrao.

Segundo Dallabrida et al,. (2016) ao pesquisar junto as empresas do setor
ervateiro, foi possivel atestar pouquissimos avancos no quesito de inovacdo e
introducéo de novos produtos a base da erva-mate no mercado, abrindo assim espacgo
para pesquisa e desenvolvimento de novos produtos utilizando a erva-mate como
matéria prima.

Umas das fontes de carbono mais utilizada para a fermentacdo da kombucha € o
acucar cristal branco, por ser de facil acesso e barato. (MACHADO, 2012). Mas o

acucar de mesa ndo é a Unica fonte de carboidrato que pode ser utilizada para a
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producdo dessa bebida, outras fontes ricas em carboidratos sdo o mel de abelha e o
xarope de agave.

O mel é produzido pelas abelhas a partir do néctar de flores e pode ser considerado
como um alimento de alto valor nutricional pois em sua composicdo além dos agucares
temos; sais minerais, vitaminas, antioxidantes e entre outros nutrientes. O xarope de
agave possui cerca de 80% de frutose em sua composicado e devido ao seu baixo
indice glicémico, este produto tornou-se popular como substituto de adocantes
tradicionais, como acucar de mesa (sacarose) e mel. (SARAIVA et al., 2022)

Tendo em vista 0s pontos apresentados acima, este trabalho tem como objetivo
estudar a aplicacdo da erva-mate na producdo de um tipo kombucha e avaliar o
comportamento cinético dos microrganismos presentes ao utilizar diferentes fontes de

carbono.
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2.

OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Produzir um tipo kombucha a base do cha de erva-mate (llex
paraguariensis), e observar o comportamento cinético utilizando o
acucar, mel de abelha (Apis mellifera L.) e xarope de agave como fontes

de carboidratos.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Realizar o acompanhamento cinético da kombucha; com mel e xarope
de agave (solidos soluveis, pH);

e Produzir uma kombucha usando acUcar para controle;

e Caracterizar as kombuchas realizando andlise de sélidos soluveis, pH e

acidez durante toda a fermentagéo.
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3.

FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Kombucha

Assim como o ch&, uma bebida de origem asiética consumida largamente ha
alguns milénios, a kombucha também surgiu na China, mais precisamente na
Manchuria no século 220 A.C, ap0s o seu surgimento, foi consumida na Russia e
em seguida se espalhou por todo o planeta (SREERAMULU et al., 2000). Sua
producdo facil e segura, e o uso como uma bebida funcional em busca de
beneficios para a saude fez com que a kombucha se tornasse uma bebida famosa
com muita facilidade, visto que os alimentos fermentados tém conquistado
popularidade ao longo dos anos.

De acordo com a normativa N° 41, de 17 de setembro de 2019 do Ministério da

Agricultura e Pecuéria (MAPA), a kombucha pode ser definida e classificada com:

“[...] a bebida fermentada obtida através da respiragcéo aerdbia e fermentacao
anaerébia do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e
acUcares por cultura simbidtica de bactérias e leveduras micro biologicamente
ativas (SCOBY)”

A kombucha ndo apenas oferece um sabor agridoce e refrescante, mas
também € valorizada por seus efeitos positivos sobre a digestdo, sistema
imunolégico e equilibrio da microbiota intestinal, muitos dos efeitos que a
kombucha proporciona tem sido creditado aos seus componentes acidos, como

por exemplo o acido glucurénico, ou o acido latico. (LEAL et al., 2018)
3.1.1. Composicdo quimica

De acordo com Santos (2016), a composi¢ado quimica da kombucha é
variavel, ja que ela depende de varios fatores como a temperatura, os tipos de
microrganismos presentes no inoculo, os tipos de acucares, chas e suas
respectivas concentracoes.

Com base em analises quimicas & possivel detectar a presenca de

varios acidos orgénicos na kombucha, tais como: o acido acético, gluconico,
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glucurénico, latico, malico, citrico, tartarico, félico, malénico, oxalico e piravico;
também é possivel encontrar agucares, tais como a sacarose, glicose e frutose;
as vitaminas B1, B2, B6, B12, e C; aminoacidos, aminas biogénicas, purinas,
pigmentos, lipidios, proteinas, algumas enzimas hidroliticas, etanol, glicerol,
compostos com capacidade antibidtica ativa, dioxido de carbono, compostos
fendlicos, bem como alguns polifendis do cha, minerais, DSL (D-saccharic,
acid-1,4-lactone), bem como metabdlitos dos microrganismo (JAYABALAN et
al., 2014). Portanto, podemos afirmar que sabor agridoce caracteristico da
kombucha é fruto da presenca destes acidos orgéanicos e acucares na sua
composicao.

Os beneficios que foram atribuidos ao Kombucha séo, principalmente
devido ao contetdo de catequinas, que sédo derivadas dos polifendis. Essas
substancias agem como potentes antioxidantes e protegem contra o
desenvolvimento de doencas, (MOURA, 2019) além disso, ha estudos que
indicam que os polifendis do cha demonstraram grande potencial de protecdo
contra o desenvolvimento de alguns tipos de cancer, exibindo enzimas e
interrompendo processos que resultam no crescimento de células
cancerigenas (LEAL et al., 2018; SALAFZOON et al., 2018).

3.1.2.  Microrganismos presentes na kombucha

Os microrganismos presentes na Kombucha sdo encontrados tanto no
liguido quanto na camada gelatinosa que se forma em sua superficie,
conhecido como SCOBY. A cada ciclo de fermentacdo, novas camadas de
pelicula gelatinosa sdo formadas na parte superior do SCOBY que esta em
contato com o ar, formando assim camadas, sendo a primeira camada a mais
recente. (JARRELI; CAL; BENNETT, 2000).

Da mesma forma que o kefir, derivado do leite, a composi¢ao microbiana
exata de kombuch& néo pode ser dada pois dependendo da fonte do inéculo
para a fermentacéo do cha ela pode variar (JAYABALAN et al., 2014).

Estudos relatam que existe uma grande variedade de microrganismos

isolados em kombuchas, sendo que as bactérias abundantemente disponiveis
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pertencem aos géneros Acetobacter e Gluconobacter, e as leveduras
disponiveis na cultura da kombucha pertencem ao género
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Koleckera, Mycotorula, Mycoderma, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora e Zygosaccharomyces
(JAYABALAN et al., 2014).

A medida que a fermentacdo prossegue, o pH da Kombucha diminui
devido a presenca desses acidos organicos produzidos pelas bactérias. Além
disso, a cor do liquido tende a clarear em comparacdo com a cor original do
chd, devido as mudancas na estrutura dos complexos fendlicos causadas pela
atividade enziméatica dos microorganismos (LIU et al., 1996)

As leveduras que ja foram isoladas de kombucha pertencem a varias
espécies e, principalmente, aos seguintes géneros: Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces,
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Torulospora, Kloeckera/Hanseniaspora,
Pichia, Torula, Torulopsis, Mycotorula e Mycoderma (JAYABALAN et al., 2014).

Apesar de nao existir um conjunto universal de leveduras presentes na
kombucha, as leveduras osmotolerantes, fermentativas e produtoras de acido
encontram-se entre os isolados mais comuns (TEOH et. al., 2004).

As leveduras e bactérias presentes no kombucha desempenham
atividades metabdlicas distintas e complementares. As leveduras convertem a
sacarose em glicose e frutose por meio da invertase e, em seguida, produzem
etanol por meio da glicolise, com uma preferéncia pela frutose como substrato.
Por outro lado, as bactérias acido-acéticas utilizam a glicose para gerar acido
glucénico e o etanol para produzir acido acético (DUFRESNE; FARNWORTH,
2000).

Na figura 1, abaixo, encontram-se listados os principais géneros de
bactérias e leveduras da kombucha e suas origens que foram identificados em

analises de microrganismos.

16



Figura 1— Principais géneros de bactérias e leveduras em kombuchas de origens diferente

. Origem do
Bactérias Leveduras Fonte
SCOBY

Gluconacetobacter xylinus, Pichia sp., Ucrania Revaet al.
Gluconacetobacter Bretfanomyces/Dekkera (2015)
saccharivorans, anomala, Candida sp.,
Gluconacetobacter Zygosaccharomyces bailii
intermedius,
Gluconacetobacter
kombuchae, Gluconobacter
oxydans
Gluconacetobacter sp., Candida stellimalicola, Candida  india Chakravorty et
Gluconobacter sp., tropicalis, Candida parapsilosis, al. (20186)
Bifidobacterium, Collinsella, Lachancea fermentati,
Enterobacter, Weissella, Eremothecium cymbalariae,
Lactobacillus Kluyveromyces marxianus,

Meyerozyma caribbica,

Zygowilliopsis californica,

Saccharomyces cerevisiae,

Saccharomycopsis fibuligera
Gluconacetobacter Zygosaccharomyces parabaili,  Inglaterra Gaggia et al.
intermedius, Bretfanomyces/Dekkera (2018)
Gluconacetobacter rhaeticus, bruxellensis
Gluconobacter entanii
Oenococcus oeni, Brettanomyces/Drekkera Franca Coton et al.
Lactobacillus nagelii, anomala, (2017)
Lactobacillus satsumensis, Brettanomyces/Drekkera
Gluconobacter oxydans, bruxellensis, Hanseniaspora
Acetobacter okinawensis, valbyensis, Zygotorulaspora
Acetobacter tropicalis, florentina, Pichia
Acetobacter syzygii, membranifaciens, Pichia
Gluconacetobacter anomala, Saccharomyces
europaeus, uvarum, Saccharomyces
Gluconacetobacter xylinus cerevisiae
Acetobacter, Zygosaccharomyces, Canada Marsh et al.
Gluconacetobacter, Brettanomyces/Dekkera, (2014)
Lactobacillus, Lactococcus,  Davidiella, Pichia, Wallemia,
Leuconostoc, Bifidobacterium, Lachancea, Leucosporidiella,
Thermus,
Gluconacetobacter, Zygosaccharomyces, Reino Unido Marsh et al.
Lactfobacillus, Lactococcus,  Brettanomyces/Dekkera, (2014)
Thermus, Kazachstania
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Gluconacetobacter, Zygosaccharomyces, Estados Unidos  Marsh et al.

Lactobacillus, Allobaculum, Brettanomyces/Dekkera, (2014)
Ruminococcaceae Incerfae Kazachstania

Sedis,

Acetobacter, Zygosaccharomyces, Irlanda Marsh et al.
Gluconacetobacter, Brettanomyces/Dekkera, Pichia, (2014)
Lactobacillus, Thermus, Kazachstania, Kluyveromyces,

Propionibacterium Naumovozyma,

Fonte: BLAUTH, 2019

3.1.3. Beneficios da Kombucha

Foram identificados beneficios a saude a partir de estudos feitos em
amostras in vitro ou in vivo, dos quais podem ser listadas algumas propriedades
como, desintoxicagdo, efeito antioxidante (Ahmed et, al., 2020), efeitos
profilaticos e de recuperacdo da saude através da estimulacao imunolégica;
inibir o desenvolvimento de cancer, doencas cardiovasculares, e até diabetes
(BASCHALI et. al., 2017).

A kombucha é rica em antioxidantes, como polifendis, que ajudam a
neutralizar os radicais livres e podem reduzir o estresse oxidativo no corpo.
Embora estudos in vitro e em animais demonstrem atividade antioxidante da
kombucha (SREERAMULU et. al., 2000) ha também evidéncias da acao da
Kombucha na flora intestinal de ratos, diminuindo a populagdo bacteriana
(Allobaculum and Turicibacter) envolvidas em esclerose hepatica ndo alcéolica,
um termo guarda-chuvas para doencas hepéaticas envolvendo quem consome
pouco ou nenhum alcool, e um aumento na populacdo de Mucispirillum. Este
altimo tem um efeito positivo na secrecéo de leptina, que € um hormonio que
regula a fome e estimula a lipdlise, melhorando assim a oxidag&o da gordura
armazenada no figado. Sugere-se que essa alteracdo da microbiota melhore a
esclerose hepatica ndo alcodlica (Jung et. al., 2019).

A kombucha também se mostrou eficaz no tratamento de diabetes
(Diabetes Mellitus) de acordo com Zubaidah et. al., (2019), foi comparado a
eficacia da kombucha feita a partir da fruta da serpente (Salacca zalacca), a
kombucha de cha preto e o cloridrato de metformina, um farmaco largamente

utilizado no tratamento de diabetes mellitus tipo I, que funciona aumentando a
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sensibilidade do figado e tecidos a insulina sem afetar a sua secrecao e
aumentando a captacao de glicose nos tecidos periféricos com o propésito de
reduzir a resisténcia a insulina. Os grupos tratados com a kombucha da salacca
e 0 com o cloridrato de metformina tiveram resultados semelhantes no controle
da diabetes induzida. Isso pode ser explicado pelo fato de a fruta possuir uma
alta quantidade de compostos antioxidantes como acidos organicos, fendlicos
e taninos. O mesmo estudo também demonstrou uma melhora no perfil lipidico
dos grupos de ratos com diabetes tratados com a kombucha da salacca, com
uma performance melhor que a prépria metformina, o motivo disso da-se aos
compostos bioativos citados acima pois realizam a doacdo de atomos de
hidrogénio aos radicais lipidicos, tornando-os mais estaveis e diminuindo o
nivel de auto oxidacao.

Os compostos fendlicos também podem aumentar o HDL-c e diminuir o
colesterol total, triglicerideos e LDL-c, auxiliando o metabolismo na geracao de
energia, contribuindo para o metabolismo da gordura, aumentando a excre¢ao
de &cidos biliares, diminuindo a absorcao de colesterol total. Levantando assim
a possibilidade do uso da kombucha de salacca como uma alternativa ao
farmaco.

Também foi possivel identificar em outro estudo uma acao antitumoral
da kombucha em ratos com cancer de mama (SALAFZOON et al., 2018)
utilizando um cha de kombucha feita com o gengibre, além dos bioativos que a
kombucha proporciona, o gengibre em adicdo oferece ativos como o [6]-
gingerol, e o [6]-shogaol. Esses compostos tém atividades anti-inflamatorias e
antitumorais, levando a efeitos inibitorios na proliferacdo tumoral e impactos
estimuladores no apoptose do cancer. O estudo pode analisar que, as
atividades de SOD (Superocido Dismutase) e o nivel de GSH (Glutathione)
como antioxidantes diminuiram sem alteragdo na atividade da catalase. Esse
recurso pode ser Util para danificar as células tumorais devido a superproducéao
de ROS apos a proliferacédo de células tumorais.

Alguns estudos em animais sugerem que a kombucha pode ter efeitos
benéficos no metabolismo da glicose e do colesterol. Um estudo em ratos
observou que a kombucha reduziu significativamente os niveis de glicose no
sangue e melhorou a tolerancia a glicose (BHATTACHARYA et. al., 2011). Ha
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evidéncias de que a kombucha contém bactérias probioticas benéficas, como
Lactobacillus e leveduras, que podem ajudar a promover o equilibrio da
microbiota intestinal. A kombucha contribuiu para melhorar o perfil das
bactérias intestinais e exerceu efeitos benéficos na salde intestinal
(JAYABALAN et. al., 2014).

N&o ha, porém, estudos que suportem com evidéncias a eficacia clinica
da bebida em pessoas, (Ernst, 2003) o que torna esse um campo bastante
propenso para novas descobertas. A maioria dos estudos sobre kombucha foi
realizada em animais ou em culturas celulares, e mais pesquisas clinicas bem
controladas sd@o necesséarias para confirmar esses beneficios em seres
humanos. Além disso, como a composi¢cao da kombucha pode variar devido
aos diferentes métodos de fermentacao e ingredientes utilizados, é essencial

garantir a qualidade e seguranca do produto consumido.

3.1.4. Modo de preparo

E possivel obter a kombucha a partir da fermentacdo do cha verde ou
preto (Camellia sinensis). Para o preparo sdo necessarios uma cultura
iniciadora, o SCOBY, o0 cha, a sacarose ou alguma fonte alternativa de
carboidrato, parte de uma kombucha que ja sofreu fermentacéo e um recipiente
gue sera o fermentador.

Na agua fervida é feita a infusdo do chéa e a dissolucéo do acucar. Apos
resfriar, a solucéo é transferida para o recipiente fermentador, coberto com um
material que permite o contato com o oxigénio do ar. A fermentacao é realizada
em temperatura ambiente, a partir do SCOBY. A fermentacéo pode levar de 7
a 14 dias para finalizar, o produto resultante entdo pode ser consumido,
saborizado ou conservado no refrigerador. Pode-se ser realizada uma segunda
fermentacdo para carbonatar a kombucha, adicionando-se uma nova fonte de
acucar a bebida ja fermentada (SUHRE, 2018).
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Figura 2 - Fluxograma de produgéo da Kombucha
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Fonte: Autor
3.1.5. Legislacao brasileira

O Art 3° da portaria n° 103, de 20 de setembro de 2018, traz a seguinte

definicdo para a Kombucha:

“Kombucha é uma bebida gaseificada, ndo pasteurizada, obtida através da
respiracdo aerdbica e fermentacdo anaerébica de um mosto composto de
infusdo de origem vegetal e aglUcares por um consorcio de bactérias e
leveduras simbioticas micro biologicamente ativas, resultando em uma bebida

acida e doce.”

De acordo com essa Portaria, alguns parametros fisico-quimicos devem
ser atendidos. O pH da Kombucha deve estar na faixa entre 2,5 e 3,5, e o teor
minimo de acidez permitido € de 6,0%, expresso em porcentagem de
equivalentes de gramas de acido acético.

Além disso, a legislacao permite a adigdo de suco, polpa de fruta, extrato
vegetal, mel e outros aditivos aprovados pela ANVISA. A kombucha também

deve ser rotulada como "Kombucha de (seguido do nome da espécie vegetal
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utilizada na infusdo),” com a adicéo de "(seguido do ingrediente acrescentado
apos a fermentacdo),” refletindo a composicao final do produto. No caso de
Kombucha que contenha vitaminas e minerais naturalmente produzidos no
processo de fabricacdo, desde que atendam aos valores minimos
estabelecidos pela regulamentacdo especifica da ANVISA, podem utilizar as
expressbes "Fontes naturais de (nome da vitamina ou mineral)" e
"Naturalmente rico em (nome da vitamina ou mineral)" em seu rétulo, de acordo

com a legislacédo brasileira em vigor (BRASIL, 2018).

3.2. Erva-mate

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma espécie de planta do género llex nativa
da América do Sul com uma ocorréncia majoritaria no territorio brasileiro. Esta erva ja
era consumida por algumas comunidades nativas antes mesmo da chegada dos
europeus na Ameérica, atualmente no Brasil, 0 seu consumo se tornou cultural na
regido Sul do pais, constituindo uma matéria-prima de grande importancia para a

regido, sua producdo anual € de aproximadamente 650.000 toneladas de folha
(ESMELINDRO et. al., 2002).

Diversos grupos de pesquisa cientifica tém investigado a composicdo quimica
da erva-mate, revelando suas propriedades medicinais e nutritivas. Nas folhas e
ramos desta planta, o0s principais compostos ativos identificados com as
concentracfes mais elevadas incluem os polifenéis, como o acido clorogénico, e as
xantinas, como a cafeina e a teobromina. Além disso, foram encontrados alcaloides
de purina, como o acido caféico, o acido 3,4-dicaffeoilquinico e o &cido 3,5-
dicafeoilquindico, bem como flavonoides, tais como a quercetina, a kaempferol e a
rutina. A erva-mate também contém aminoacidos, minerais como fésforo, ferro e
calcio, e vitaminas, incluindo vitamina C, vitamina B1 e vitamina B2. Além desses
componentes, é importante ressaltar que a erva-mate demonstra atividade
antimicrobiana contra bactérias e fungos (CARDOZO et. al., 2021).

Entretanto, apesar dos beneficios, estudos demonstraram a presenca de
pequenas quantidades de HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) no cha
produzido a partir da erva (CAMARGO, TOLEDO, 2002); essa contaminacao se da a
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partir da poluicdo ambiental, e o processo de secagem das folhas os responsaveis
pela contaminacéo, apesar de que apenas uma pequena quantidade é passada para
0 cha através do processo de infusdo (SAMPAIO et. al., 2021)

Trabalhos acerca das propriedades bioldgicas da erva-mate séo inferiores em
namero aos trabalhos existentes acerca de bebidas como o café ou o cha da erva
verde (Camelia Sinensis), assim como trabalhos relacionados aos seus beneficios
analisados em pessoas quando comparado a estudos in vivo, in vitro, ou em animais,
como ratos.

De acordo com Saldanha (2012) o consumo de cha mate aumenta a resisténcia
a oxidacdo, como também a capacidade antioxidante do plasma sanguineo. Esses
resultados sugerem que consumir cha mate pode atuar como antioxidante através de
varios mecanismos e contribuir para prevenir doencas relacionadas a processos

oxidativos.

3.3. Processo fermentativo

O processo de fermentacdo é uma via metabdlica que ocorre na auséncia de
oxigénio e € utilizada por varios microrganismos para produzir energia através da
quebra parcial de compostos organicos, como acgucares, alcool e acidos organicos.
Este processo tem sido amplamente utilizado por humanos na producao de varios
alimentos e bebidas, incluindo pédo, queijo, cerveja, vinho e a propria kombucha
(FARIA et al., 1998).

As vias de fermentacdo utilizadas estdo diretamente ligadas aos
microrganismos responsaveis, levando a producdo de varios produtos. Alguns dos
tipos de fermentacdo bem conhecidos incluem, fermentacdo alcodlica, fermentacéo
latica, acética ou propibnica. Além da importancia que exerce na industria alimenticia,
existe a fermentacéo de acucares derivados da biomassa em biocombustiveis, como
o etanol, que representa uma etapa crucial na producéo de energia sustentavel e na
reducdo das emissoes de carbono.

O processo de fermentacdo da kombucha € conhecido como fermentagéo
acética e alcodlica, O periodo de fermentacdo da kombucha varia de 3 a 60 dias,
ocorrendo a temperatura ambiente, com a sacarose sendo o principal carboidrato

utilizado. Para iniciar o processo de fermentagdo, o SCOBY é combinado com o
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liquido resultante da fermentacédo anterior, na proporcédo de 10% a 20% em relacéo
ao volume desejado (LEAL et al., 2018).

Durante o processo de fermentacédo, tanto as leveduras quanto as bactérias
atuam simultaneamente na producéo da kombucha e do biofilme. Dentre os diversos
géneros de bactérias capazes de produzir o biofilme, destacam-se Aerobacter,
Agrobacterium, Azotobacter, Rhizobium, Salmonella e Gluconacetobacter. A espécie
Acetobacter xylinum desempenha um papel fundamental na producdo da celulose
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

As bactérias acéticas, como a Acetobacter xylinum, sdo responsaveis pela
conversdo do alcool etilico produzido pelas leveduras em &cido acético. Por outro
lado, as leveduras, como Saccharomyces cerevisiae e Brettanomyces bruxellensis,
sdo responsaveis pela fermentacao alcodlica, convertendo o agucar presente no chi
em etanol. Este processo ocorre em varias etapas, e a composicao final da bebida
depende da selecdo de bactérias e leveduras presentes no SCOBY, bem como do
tipo de cha utilizado e das condi¢es de fermentagcédo, como temperatura e tempo de
fermentacdo. O produto resultante é uma bebida rica em probidticos, compostos
bioativos e enzimas (JAYABALAN et. al., 2014).

Na figura 3 abaixo, podemos ver o esquema do metabolismo da fermentacao

da Kombucha.

Figura 3 - Atividade metabdlica dos micro-organismos da kombucha.
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Fonte: SANTOS (2020)
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3.3.1. Temperatura

7

A temperatura € um dos parametros cinéticos que detém grande
influéncia no processo fermentativo da kombucha ao manter a temperatura
ideal durante toda a fermentacdo garantimos um melhor crescimento
microbiano e atividade enzimatica.

Além disso, de acordo com Hur et al., 2014, a atividade antioxidante dos
alimentos de origem vegetal pode ser influenciada pelas variacbes de
temperatura, como por exemplo, a producédo de compostos fendlicos.

Geralmente, os valores de temperatura da fermentagdo do Kombucha
variam entre 22°C e 30°C, entretanto, Vitas et al., (2013) realizou a fermentagéo
de produtos lacteos utilizando dois starters de kombucha, sob temperaturas de:
37°C, 40°C e 43°C e de acordo com seus resultados, a temperatura foi o fator
mais significativo para a duragdo da fermentacdo, e os maiores valores de
atividade antioxidante foram obtidos com valores de temperatura entre 37°C e
42°C.

3.3.2.  Agucar cristal

A instrucdo normativa n° 47, de 30 de agosto de 2018 define o acucar

como.

“O produto obtido a partir da cana-de-aglUcar pertencente as cultivares
provenientes da espécie Saccharum officinarum L. através de processos

adequados; é constituido por cristais, com exceg¢ao do agucar liquido”.

O acucar desempenha um papel essencial no processo de fermentacéo
da Kombucha, pois serve como o substrato primordial para os microrganismos
da cultura simbiotica. Como o0 agucar € composto majoritariamente por
sacarose, quando submetida a hidrolise, a sacarose se converte em glicose e
frutose. Esses acucares redutores séo obtidos por meio da reacdo de inversédo
da sacarose (PALUDO, 2017; BATISTA 2019).
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Figura 4 - Representacao da estrutura de sacarose, composta por glicose (D) e frutose (E),
ligadas por uma ligacéo glicosidica.
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3.3.3.  Mel

De acordo com Instrucdo Normativa N° 11, de 20 de outubro de 2000,

entende-se por mel:

“O produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secre¢bes procedentes de partes vivas das plantas ou de
excrecbes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias

especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia.”

De acordo com o Censo Agropecuario de 2017, a producdo de mel no
Brasil € considerada baixa em comparacdo com outros paises, isso se da pois
0s responsaveis pela producdo de mel no Brasil sdo em maior parte os
pequenos produtores (VIDAL, 2020). A criagcdo de abelhas no Brasil é
predominantemente conduzida por familias, pois requer um baixo custo de
investimento, ndo exige dedicacao exclusiva e permite uma producédo constante
ao longo do ano. A apicultura se apresenta como uma atividade que possibilita
aos produtores uma renda adicional (PAULA et. al., 2016).

Segundo o IBGE 2021, a regido sul do pais é responséavel pela maior
parte das colmeias, representando cerca de 49,9% do total. Em seguida, vem
a regiao nordeste, que contribuiu com aproximadamente 25,1% da producao.
As regifes sul e nordeste se destacam notavelmente e juntas representam 75%
da producéo total de mel no Brasil.

O mel é constituido por aminoacidos, vitaminas, minerais, lipidios,
enzimas e outros fitoquimicos, presenca de flavonoides e acidos fendlico, além
dos acucares. (CARVALHO et. al., 2023).

26



3.3.4. Xarope de Agave

O xarope de agave, é um adocante liquido extraido da seiva da planta
Agave tequilana, popularmente conhecida como agave-azul. Pode-se
encontrar na composi¢do do xarope: xilose, frutose, glicose, sacarose e
maltose, além de carboidratos mais complexos, como seu principal
polissacarideo, chamado inulina. (RIBEIRO et. al., 2020).

Durante a producdo do xarope, a inulina é convertida por meio de
hidrélise acida ou enzimética em frutose, que representa 90% da concentracao
do xarope. (RIBEIRO et. al., 2020). Mesmo apresentando alta concentracao de
frutose, 0 agave contém nutrientes antioxidantes, fitoquimicos e pode ser
utilizado como um acucar dietético, pois a frutose ndo requer insulina em sua

via metabdlica.
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4. METODOLOGIA
4.1. Preparagéo dos meios de fermentagao

Para a fermentacéo foi usado um SCOBY adquirido na Universidade Federal
da Paraiba, os demais ingredientes como o chd mate, acucar, mel de abelhas e xarope
de agave foram obtidos em um mercado local de Jodo Pessoa.

Foram preparados trés meios fermentativos com trés fontes de carbono
distintas.

Para a preparacdo dos meios fermentativos, foram fervidos 3 L de agua
destilada até a temperatura de 85°C, e em seguida foi adicionado 24,0 + 0,1 g de cha
mate, o equivalente a 8 g/L (TSURU, et. al. 2021) e deixado em infusdo por 6 minutos.
Em seguida as infusdes foram filtradas e transferidas para trés potes de vidro estéreis
e idénticos (900 mL de ch& em cada pote) onde foram solubilizados no pote “A”, 50 g
de acucar cristal, no pote “B”, 50 g de mel de abelhas (Apis mellifera L.) e no pote “C”,

50 g de xarope de agave.

Figura 5 - Meios de fermentagdo A, B e C.

Fonte: Autor.
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Apos resfriados até a temperatura ambiente, os chas foram inoculados com
100 mL (10% v.v1) de in6culo, vedados com um papel toalha e fermentados por
aproximadamente 14 dias em ambiente com temperatura controlada a 24°C.

Foram coletadas, diariamente por 14 dias, aliquotas de 20 mL de cada reator,
para leitura de pH e °Brix, e em seguida essas amostras foram armazenadas em tubos
Falcon e congeladas, para que posteriormente realizassemos as outras analises
descritas neste trabalho.

Nas figuras 6 e 7 abaixo sado apresentadas imagens dos substratos e a erva

usados no presente trabalho.

Figura 7 - Erva mate utilizada para obtencéo do cha. Figura 6- Fontes de carboidratos utilizadas neste trabalho.
7

Fonte: Autor Fonte: Autor

4.2. Metodologia analitica
4.2.1. Analise de pH

O pH foi determinado com o pHmetro da marca ASKO, ref. AK900, com
eletrodo de vidro combinado e sensor de temperatura, previamente calibrado,
operado de acordo com as instrucdes do fabricante e de acordo com 0 método
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). O pH foi medido diretamente da

amostra.
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4.2.2. Analise de solidos soluveis

A concentracdo de solidos soluveis foi determinada através do uso do
refratbmetro portatil a do tipo ATC, calibrado e operado de acordo com o

fabricante. Os resultados expressos em °Brix (IAL, 2008).
4.2.3. Determinacéo de acidez

As andlises de acidez total da kombucha foram determinadas de acordo
com metodologia descrita pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(2008):

nxf*Nx*1000
|4

n = volume em mL de solugédo de hidroxido de sddio gasto na titulagao

f = fator de correcdo da solugdo de hidroxido de sédio
N = normalidade da solucéo de hidréxido de sodio
V = volume da amostra

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados

expressos em mEeg/L.
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5. RESULTADOS E DISCUCOES

5.1. Variac¢Oes de pH

Na figura abaixo estéo dispostos os valores de pH coletados durante o todo o

processo fermentativo.

4,0
3,8
3,6

Figura 8 - Comportamento do pH durante a fermentagéo
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Fonte: Autor
Tabela 1- pH das kombuchas e seus respectivos desvios padrdes.
pH inicial pH final Desvio padrao
Acucar 3,7 3,1 +0,2
Mel abelha 3,7 2,8 +0,3
(Apis mellifera L.)
Xarope de agave 3,6 2,9 +0,2

Fonte: Autor

Podemos observar na figura 8 que os valores de pH estdo préximo no inicio da

fermentacao para os trés biorreatores. As amostras preparadas com mel e agucar
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cristal iniciam a fermentacdo com um pH de 3,7 enquanto a amostra preparada
com o xarope de agave inicia o processo com um pH de 3,6. ApoOs 24h de
fermentacao foi possivel observar uma queda mais brusca na amostra preparada
com mel de abelha, quando comparado aos bioreatores contendo xarope de
agave e acucar.

Ao decorrer dos dias foi possivel detectar que o pH do biorreator contendo mel
de abelha foi 0 que mais sofreu alteracao, chegando ao fim da fermentagcdo com
uma queda de aproximadamente 1 ponto em relacdo ao pH inicial.

O declinio dos valores de pH durante a fermentacéo pode ser explicado pela
producdo de acidos organicos pelos microrganismos presentes na kombucha
(JAYABALAN et. al., 2014). A sacarose € hidrolisada em frutose e glicose pelas
leveduras, que usam a enzima invertase para produzir etanol pela via glicolitica.
Por outro lado, as enzimas alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase
(ALDH) séo usadas pelas bactérias acéticas para oxidar o etanol e produzir acido
acético. (DE MIRANDA et al., 2021).

Embora a composicao do mel varia basicamente de acordo com sua base floral,
ele possui majoritariamente na sua composicao, glicose e frutose, (ASHAGRIE
TAFERE, 2021) que sado facilmente utilizados pelos micro-organismos
fermentadores. Ao contrario de alguns aclUcares mais complexos, como a
sacarose, que precisam ser quebrados em seus componentes simples antes de
serem fermentados, a glicose e a frutose estao prontamente disponiveis para as
leveduras e bactérias da kombucha, acelerando o processo de fermentacdo. Um
comportamento semelhante em relacdo ao pH foi observado para a fermentacéo

com o xarope de agave.

Tabela 2- Teores dos principais agUcares presentes nas fontes de carbono.

Sacarose Frutose Glicose
Acucar > 99,6% - -
Mel de abelha
) _ 1,3% 38,4% 30,3%
(Apis mellifera L.)
Xarope de agave 1,5% 75-90% 10-25%

Fonte: LBA-UFPB; Hooshmand et. al., 2014
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O pH é um dos parametros mais importantes durante um processo fermentativo
visto que ele é diretamente relacionado com o crescimento microbiano. (HUR et.
al., 2014)

De acordo com a normativa N° 41, de 17 de setembro de 2019 os limites
inferiores e superiores para o consumo da kombucha séo 2,5 e 4,5, isso ocorre
pois, valores de pH menores que 2,5 podem indicam alta concentracao de acido,
oferecendo riscos a saude do consumidor e redugdo na qualidade sensorial da
bebida, enquanto valores de pH maiores que 4,5 podem proporcionar o
crescimento de microrganismos contaminantes indesejaveis além de favorecer a
contaminagcdo por patdgenos que podem causar problemas de saude como
tontura e nauseas, reacdes alérgicas e dores de cabeca. (VILLARREAL-SOTO et
al.,2018; PAKRAVAN et al., 2018).

5.2. Consumo de carboidratos

Na figura 9 € possivel acompanhar a progressao dos valores de °Brix durante

o todo o processo fermentativo.

Figura 9 - Carboidratos durante a fermentagéo.
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Fonte: Autor
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Tabela 3 - °Brix das kombuchas e seus respectivos desvios padrées.

°Brix inicial °Brix final Desvio padrao
Acucar 5,0 4,2 '+ 0,3
Mel abelha 4,0 3,5 +0,2
(Apis mellifera L.)
4,5 3,8 +0,2

Xarope de agave

No inicio do processo fermentativo a concentragdo de solidos sollveis (°Brix)

das amostras contendo acucar, mel de abelhas (Apis mellifera L.), xarope de

Fonte: Autor

agave e indicavam 5,00 °Brix, 4,50 °Brix e 4,00 respectivamente.

De acordo com Paludo (2017), a Kombucha de cha mate apresenta uma
velocidade inferior de converséo da sacarose quando comparada a de cha verde
possivelmente pela microbiota presente no indculo ainda ndo estar devidamente
adaptada ao novo substrato. As pequenas flutuagcdes nos resultados da
fermentacao também nos levam a acreditar que, pode ter ocorrido interferéncia
dos acidos e do ethanol produzidos na kombucha na medida refratométrica e/ou
as bactérias e leveduras do SCOBY ndo consumiram muito das fontes de

carboidratos adicionadas, possivelmente utilizando outros compostos, como a

cafeina presente no cha, como fonte de carbono para produzir acidos.

5.3. Variacdo de acidez

Na figura 10 € possivel acompanhar a progresséo da acidez durante o todo o

processo fermentativo.
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Figura 10 - Acidez total durante a fermentacéo.
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Fonte: Autor

Assim como no trabalho realizado por Moura (2019), no qual foi monitorado o
processo fermentativo da kombucha usando ch& mate, pode-se notar um
aumento na concentracao de acido acético com o passar dos dias de
fermentacao.

Como podemos observar, houve uma maior producdo de &cidos nas
kombuchas com mel de abelha (Apis mellifera L.) e xarope de agave em relagéo
a kombucha preparada com acucar cristal. Podemos atribuir isso a velocidade de
conversdo das bactérias e leveduras presentes no meio, as leveduras nao
precisaram produzir a enzima invertase nas kombuchas de mel e xarope de agave
pois diferente do acucar cristal, que é majoritariamente sacarose e precisa ser
guebrado em frutose e glicose, essas kombuchas continham acucares que ja sao
naturalmente ricos em frutose e glicose, faciltando assim a agao os

microrganismos e consequentemente diminuindo o tempo de fermentagéo.
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Tabela 4 - Acidez total das kombuchas e seus respectivos desvios padrdes.

Acidez total inicial Acidez total final Desvio padrao
Acucar 1,85 mEq/L 8,04 mEq/L +24
Mel abelha 2,12 mEq/L 11,37 mEg/L +3,4
(Apis mellifera L.)
Xarope de agave 1,57 mEq/L 12,67 mEg/L +3,8

Fonte: Autor
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6.

CONCLUSAO

Ao final deste trabalho foram produzidas kombuchas a partir do cha mate
usando mel de abelhas, xarope de agave e acucar cristal como fontes de carbono
para a fermentacdo. Foi realizado o acompanhamento cinético dos parametros:
pH, sélidos soluveis e acidez total.

Neste trabalho pudemos observar que kombuchas produzidas com mel e
xarope de agave se comportaram de maneira similar durante 0 processo
fermentativo provavelmente devido ao maior teor de frutose e glicose em relacéo
ao acucar cristal.

Também foi possivel observar que com a utilizacao de mel e xarope de agave
como fontes alternativas de carboidratos, o tempo de fermentacédo necessario da
kombucha é menor se comparado aos métodos e receitas tradicionais, uma
caracteristica atrativa para o setor industrial que deseja reduzir o tempo de

producao de suas bebidas.
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