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RESUMO

Com o crescimento do mercado de bebidas funcionais, € a procura por alimentos considerados
mais saudaveis, o Kombucha se apresenta como um possivel substituto para refrigerantes,
cervejas, champanhes, e outras bebidas populares, por ter gaseificagdo natural e sabor
caracteristico de um fermentado, porém sem os aditivos ou o teor de alcool considerados
prejudiciais presentes nelas. Assim como para outros produtos fermentados, ¢ indispensavel o
acompanhamento e controle do processo de fabricagdo do kombucha, ndo sé para assegurar a
qualidade e as caracteristicas desejadas, mas também para manter os pardmetros de acordo
com a legislagdo. No Brasil a Normativa 41, de 17 de setembro de 2019, ¢ responsavel por
ditar esses parametros; no qual sdo determinados valores de pH, graduacao alcoolica, acidez e
pressao do recipiente. O seguinte estudo teve como objetivo discutir sobre os métodos
utilizados na avaliacdo final e no monitoramento do processo fermentativo de kombucha;
através de uma revisdo narrativa da literatura cientifica. Foram analisados artigos coletados
nas bases de dados da Scholar Google, SCIELO, CAPES e PubMed, publicados entre os anos
de 2017 e 2024. Na maioria dos estudos avaliados observou-se o uso de métodos classicos,
como titulagdo, e equipamentos relativamente baratos como potenciometro e refratometro.
Porém, para certas andlises, como a de teor alcoodlico e de aglcares, também foram
encontrados estudos que utilizaram técnicas mais robustas e mais caras, com o uso de HPLC,
cromatografo a gas, espectrofotdmetro, entre outros. Em sintese, a escolha da técnica a ser
utilizada vai depender da exatidao e precisdo necessarias, dos equipamentos disponiveis e da
escala de produgdo.

Palavras-chave: Camellia sinensis, fermentacao acética, teor de etanol, a¢ticares redutores.



ABSTRACT

With the growth of the functional beverage market and the demand for foods considered
healthier, Kombucha is presented as a possible substitute for soft drinks, beers, champagnes,
and other popular beverages, as it has natural carbonation and a characteristic flavor of a
fermented product, but without the additives or alcohol considered harmful present in them.
As with other fermented products, monitoring and controlling the kombucha manufacturing
process is essential, not only to ensure the desired quality and characteristics, but also to
maintain the parameters in accordance with the legislation. In Brazil, Normative 41, of
September 17, 2019, is responsible for dictating these parameters; where pH values, alcohol
content, acidity, and container pressure are determined. The following study aimed to discuss
the methods used in the final evaluation and monitoring of the kombucha fermentation
process; through a narrative review of the scientific literature. Articles collected from the
Google Scholar, SciELO, CAPES and PubMed databases, published between 2017 and 2024,
were analyzed. Most of the studies evaluated used classical methods, such as titration, and
relatively inexpensive equipment such as potentiometers and refractometers. However, for
certain analyses, such as alcohol and sugar content, studies were also found that used more
robust and more expensive techniques, such as the use of HPLC, gas chromatograph,
spectrophotometer, among others. In short, the choice of the technique to be used will depend
on the accuracy and resolution, the equipment available and the scale of production.

Keywords: Camellia sinensis, acetic fermentation, ethanol content, reducing sugars.
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1 INTRODUCAO

Kombucha ¢ uma bebida fermentada de origem asiatica, preparada tradicionalmente
com uma infusdo de folhas de Camellia sinensis e agucar (Gaggia et al., 2019). Apesar de ser
relativamente nova no ocidente, vem se destacando entre os consumidores de produtos
funcionais, e estima-se que deve ganhar globalmente até 2025 um valor de mercado na ordem
de 3,5 a 5 USS bilhdes (Ohwofasa et al., 2024). O kombucha também se apresenta como uma
alternativa a outras bebidas como refrigerantes convencionais (Ariff et al., 2023) e cervejas,
por ter carbonatagcdo natural, porém com menor concentracdo de etanol, aditivos ou aglcar
encontrados nessas bebidas.

Mesmo tendo um preparo simples, o processo de fabricacdo de kombucha pode ser
influenciado por diversos fatores ambientais ¢ de modo de producao; os produtos comerciais
geralmente sdo fermentados naturalmente, usando a comunidade microbiana de produgdes
anteriores, ao qual varia continuamente, e ¢ dificil de controlar; as vezes cepas selecionadas
sdo usadas para o controle de qualidade do produto (Kitwetcharoen et al., 2023). Muitos
ingredientes também sao adicionados para suplementar kombuchas, com o intuito de melhorar
sabor, aroma, e aumentar o apelo funcional da bebida, essas adi¢cdes acrescentam mais
componentes e impactam diretamente nas propriedades fisico-quimica da bebida
(Kitwetcharoen et al., 2023).

Além de ajudar a manter os parametros de acordo com a legislacdo vigente, o
monitoramento do processo fermentativo do kombucha ¢ importante para avaliar a qualidade,
e padronizar a producdo da bebida (Ariff et al., 2023). O uso de técnicas e métodos que
reduzem o tempo de analise e os gastos, principalmente a curto prazo, sao indispensaveis para
proporcionar uma producao em larga escala mais viavel e eficiente. Para tal, podem ser
feitas andlises para controle da acidez, pH, concentracdo de actcar; em que sdo utilizados os
mais diversos métodos. O controle do processo produtivo em larga escala também apresenta
outras dificuldades, como a temperatura e aeracdo, além da escolha do ponto ideal para
interromper a fermentacao; a bebida ainda precisa ter acidez e dogura especificas, cor e aroma
agradaveis, além da gaseificacdo precisa.

Outra preocupagdo ¢ com o etanol, que ¢ um subproduto comum durante processos
fermentativos, com niveis finais entre 0 e 3% (Jang et al., 2021). O fato de geralmente as
kombuchas ndo serem pasteurizadas também contribui para aumento do etanol (Ivory et al.,
2021), pois quando a bebida ¢ saborizada, e armazenada, os carboidratos adicionados servem

de substrato para que as leveduras presentes realizam fermentagdo alcodlica. A concentragdo
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elevada de etanol ¢ especialmente preocupante para mulheres gravidas, por poder ser
prejudicial ao feto; e criangas pequenas, por nao metabolizarem o etanol de forma eficiente,
podendo ter sintomas de hipoglicemia, além de ter problemas devido a propria toxicidade do
etanol (Jang et al., 2021).

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo discutir diferentes métodos e
técnicas utilizados para mensurar os principais parametros analisados durante a produgao de
kombucha, visando também ressaltar a importancia dessas andlises e as implicagdes que essas

variaveis t€ém para a qualidade final da bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento dos procedimentos analiticos e principais técnicas utilizadas

no controle de qualidade e de processo na produgdo de kombucha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar busca nas bases de dados com os termos: kombucha fermentation, kombucha
AND “pH”, “ethanol”, “sugar”;

- Ler titulos e resumos;

- Selecionar estudos relacionados com o tema no intervalo de 2017 a 2024;

- Analisar os métodos e técnicas utilizadas na anélise de acidez, agucares, etanol, pH e

solidos soluveis totais (SST).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 KOMBUCHA

O Kombucha ¢ uma bebida fermentada um tanto doce e 4cida, geralmente sem teor
alcodlico significativo, e levemente gaseificada (Chandrakala et al., 2019), as vezes com
sabor semelhante a uma bebida espumante. Surgida a mais de 2000 mil anos na regiao
nordeste da China, se espalhou nos séculos seguintes para outros paises asidticos, € nas
ultimas décadas vem ganhando espago no ocidente; muito por conta de seu apelo como bebida
funcional, com supostos beneficios a saude, relatados por seus consumidores (Coton et al.,
2017; Chandrakala et al., 2019; Bortolomedi et al., 2022). No oriente também sao dados
outros nomes, como kocha kinoko, no Japao, shenxian cu, na China, hongcha beoseo-tcha, na
Coreia, e Cha-mug na Tailandia (Kitwetcharoen et al., 2023).

A bebida é normalmente preparada pela fermentacao de folhas de cha preto ou verde
(Camellia sinensis), mas outras espécies ja foram exploradas, como o caruru-azedo (Hibiscus
sabdariffa), casca de mangostim (Garcinia mangostana), folhas de graviola, acécia-branca
(Moringa oleifera), murta-dos-jardins (Murraya paniculata) (Primiani et al., 2018),
acafrdo-da-terra (Curcuma longa) (Zubaidah et al., 2021); folhas de goiabeira (Psidium
guajava) (Jiménez et al., 2018); acafrdo Javanés (Curcuma xanthorrhiza) (Zubaidah et al.,
2022), folha de erva de mangue (Rhizophora mucronata) (Hardoko et al., 2020), folhas de
rooibos (Aspalathus linearis) (Gaggia et al., 2019), flor de ervilha de borboleta (Clitoria
ternatea L.) (Majid et al., 2023), hortela-pimenta (Mentha piperita) e verbena-limao (Lippia
citriodora) (Valiyan et al., 2021), erva mate (Tsuru et al., 2021), entre outras espécies. Ao cha
acrescenta-se normalmente sacarose, mas também ja foi feito o uso de agucar de coco,
melaco, mel, xarope de tdmaras, acicar de palmeira (Bortolomedi et al., 2022), cascas e
carocos de abacaxi (Phung et al., 2023), e mel de cacau (Yuliana et al., 2023).

A fermentacdo do kombucha envolve processos complexos, e varia de acordo com a
composi¢ao microbiana da cultura inicial, e das condigdes ambientais (Santos et al., 2023);
apesar disso, as principais rotas bioquimicas sdo conhecidas, com a producdo de etanol pelas
leveduras, e a formagdo de acidos organicos pelas bactérias presentes. Na superficie da bebida
também se forma uma pelicula de celulose contendo microrganismos chamada de SCOBY,
abreviagdo em inglés para: Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast, que significa cultura
simbidtica de bactérias e leveduras; a cada fermentagcdo um nova camada ¢ formada, se

sobrepondo a anterior (Oliveira et al., 2023).
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Alguns trabalhos também ja utilizaram o kombucha como indculo para producdo de
outras bebidas, como Cerveja (Silva et al., 2022), kombucha cascara, que utiliza cascas secas
de cereja de café¢ (Muzaifa et al., 2021; Sales et al., 2023) e leite fermentado (Kanuri¢ et al.,

2022).

3.1.1 Preparo da bebida

Os ingredientes e as quantidades utilizadas no preparo da kombucha podem variar de
acordo com as caracteristicas e sabor da bebida que se deseja obter (Kim; Adhikari, 2020),
mas tradicionalmente sdo usadas folhas de Camellia sinensis e uma fonte de agucar (Freitas et

al, 2022; Miranda et al., 2022); na Figura 3.1 apresenta um esquema do preparo da bebida.

Figura 3.1 - Descri¢ao da producdo de kombucha.

Agua quente
com agulcar

Infusdo

Adicao de starter/SCOBY ‘ i. Remogdo das folhas/saquinho
5 ii. Resfriamento

6

.
D
—

Fermentagao

v
Camada de celulose
Liquido fermentado

Kombucha

Fonte: Adaptado de Ariff et al. (2023).
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Primeiro ¢ feita adi¢cdo de acticar em dgua quente ou fervente, normalmente entre 5% a
15% (m/v) (Freitas et al, 2022), depois as folhas ou um saquinho contendo elas sdo colocadas
na agua quente para infusdo, que frequentemente varia de 5-10 minutos, (Freitas et al, 2022).
Ap6s ser feita a filtragdo, € necessario esperar o liquido esfriar até que atinja a temperatura
ambiente (Kim; Adhikari, 2020), pois os microrganismos podem ser afetados pela diferenga
de temperatura. A inoculagdo ¢ feita com parte do volume de uma kombucha ja fermentada
(10% v/v) (Freitas et al, 2022; Phung et al., 2023), que recebe o nome de starter de kombucha;
também pode ser adicionado um SCOBY ou parte dele (Santos et al., 2023); depois disso, o
recipiente deve ser coberto com um tecido para evitar a entrada de insetos (Kim; Adhikari,
2020).

Normalmente entre 6 e 10 dias a bebida comecga ter um cheiro caracteristico de
fermentado, e bolhas de gés surgem devido a formacdo de gas carbonico (Chandrakala et al.,
2019). Com o passar dos dias o sabor passa de doce para levemente acido, como uma sidra, e
continua se tornando mais azedo até um sabor semelhante ao vinagre (Chandrakala et al.,
2019). O intervalo mais comum para o0 consumo ou armazenamento € por volta de 8 a 15 dias;
o processo deve ocorrer sem incidéncia direta de luz e preferencialmente em temperaturas
entre 18 a 28°C (Santos et al., 2023). Locais de temperatura mais elevada exigem menos
tempo de fermentacdo, enquanto temperaturas menores demandam mais tempo (Chandrakala
et al., 2019). Durante todo o processo € necessario ter muito cuidado para evitar contaminagao
por bactérias e fungos nocivos; os materiais utilizados devem ser higienizados e se possivel
esterilizados (Chandrakala et al., 2019; Ariff et al., 2023).

O tipo de cha e o tempo de infusdo também influenciam diretamente no sabor final; as
folhas de cha fornecem nitrogénio, purinas € minerais, que sao nutrientes importantes. O cha
preto tem mais nitrogénio e purina do que o cha verde e da um sabor mais suave; enquanto
taninos extras no chd verde ddo a kombucha um gosto levemente amargo e adstringente
(Chandrakala et al., 2019). Dartora et al. (2023) fez um estudo sensorial de kombucha de cha
verde, e relatou que com 4 dias de fermentagdo a infusdo apresentou aromas de ervas, grama e
cogumelo, o que estava de acordo com o perfil de compostos volateis analisados na bebida,
enquanto a fermentagdo entre 7 e 10 dias produziu um aspecto relacionado alcoois superiores,
o que foi observado por consumidores na analise sensorial realizada.

Antes de consumir ou armazenar o kombucha ¢ possivel fazer a saborizacdo da
bebida; esse processo consiste em utilizar especiarias, frutas, plantas e outros ingredientes
com intuito de dar cor, aroma e sabor especificos; essa ¢ uma pratica comum em paises como

Brasil e os Estados Unidos, tanto na produgdo artesanal quanto comercial da bebida
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(Bortolomedi et al., 2022). Nos EUA sabores comuns de kombuchas comerciais costumam
ser gengibre, limao siciliano, mirtilo, framboesa, morango, limao-taiti, horteld e manga; a
maioria dos produtos tem sabores complexos com varios ingredientes; algumas dessas bebida
adicionam o suco da fruta, j4 outros utilizam aromatizantes aromatizantes (Kim; Adhikari,
2020).

O acucar residual ou adicionado na saborizacdo, acaba sendo o substrato para uma
segunda fermentacdo, dessa vez anaerdbica (Rossini; Bogsan, 2023), que pode durar de trés a
quatro dias, e tem o intuito de aumentar a carbonata¢do natural. Em escala industrial, a
carbonatacdo geralmente ¢ for¢ada com cilindro de CO,, ja4 que além de produzir gas a
segunda fermentagdo também produz alcool, o que pode fazer com que a bebida saia dos
limites da legislacao (Talebi et al., 2017; Bortolomedi et al., 2022).

ApoOs a saborizagdo, também pode ser feito o armazenamento direto em temperatura
baixa ou a pasteurizac¢do, impedindo o consumo total de agucares, residuais ou adicionados, o
que pode deixar o sabor mais doce. Muitos produtores ndo pasteurizam suas kombuchas,
alegando que manter os microbios naturais da bebida, traria funcdo probidtica a bebida;
algumas poucas empresas optam por pasteurizam seus produtos e inoculam com probidticos
conhecidos, como Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Saccharomyces boulardii e

Lactobacillus rhamnosus, entre outros (Kim; Adhikari, 2020).

3.1.2 Microrganismos envolvidos na fermentagao

Existe consideravel variagao nas composi¢des microbianas de kombuchas (Sales et al.,
2023), apesar disso, estudos indicam a presenga principalmente de géneros de bactérias do
acido-acéticas (AAB), leveduras e bactérias do acido-lacticas (LAB) (Barbosa et al., 2021).
As populagdes das espécies variam ao longo do processo de fermentagdo; além disso,
escolhas como o tipo de cha e fonte de agucar tém um grande impacto na dominancia das
espécies bacterianas e flngicas ao longo do processo (Coton et al., 2017; Gaggia et al., 2019).

Marsh et al. (2014) conduziram um estudo em culturas de kombucha provenientes do
Canadé (2), Reino Unido (1), Estados Unidos (1) e Irlanda (1), e constataram a presenca
majoritaria de bactérias do género Gluconacetobacter (>85%), com vestigios de Acetobacter
(<2%); também foi constatado a presenca do género Lactobacilo (até 30%); em relagdo as
leveduras, o estudo apontou Zygosaccharomyces (> 95%) como o género dominante.

Outros estudos também citaram Zygosaccharomyces (Wang et al., 2023) como

dominante, enquanto que em muitos casos a maior populacdo de procariontes pertenceu ao
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género Komagataeibacter (Majid et al., 2023; Sales et al., 2023; Wang et al., 2023), que
recentemente passou a incluir muitas espécies que antes eram classificadas como
Gluconacetobacter e Acetobacter (Barbosa et al., 2021). E interessante que a presenca de
Acetobacter foi associada a um ambiente altamente alcoolico, devido a sua capacidade de
oxidacdo do etanol, j4 o género Komagataeibacter utiliza tanto frutose, glicose e sacarose
como o etanol durante o metabolismo (Phung et al., 2023).

Villarreal-Soto et al (2020) analisaram kombuchas preparadas com culturas adquiridas
na Franga, e relataram a presenca predominante das bactérias Komagataeibacter rhaeticus e
Komagataeibacter xylinus, além de identificar outras espécies como komagataeibacter
europaeus, komagataeibacter intermedius, Gluconacetobacter sp. SXCCI1, Gluconobacter
oxydans, A. malorum, A. pasteurianus, A. pomorum e A. tropicalis; ja em relagdo ao conteudo
fingico foram identificadas predominantementes as especies Brettanomyces bruxellensis,
Schizosaccharomyces pombe.

Yang et al. (2022) investigaram a cultura de nove produtos de kombucha dos EUA, e
relataram que a maioria era dominada pelo probidtico Bacillus coagulans ou bactérias capazes
de realizar fermentacdo, incluindo Lactobacillus nagelii, Gluconacetobacter, espécies de
Gluconobacter e Komagataeibacter; ja a composi¢do fungica foi caracterizada pela
predominancia de leveduras fermentadoras, incluindo espécies de Brettanomyces e
Cyberlindnera jadinii.

Ainda em relagdo a amostras nos EUA, Mendelson et al. (2023) examinaram a
microbiota de uma kombucha comercial da area de Washington, D.C., e relataram que a
comunidade bacteriana consistia principalmente (>80%) de Bacillota, com varios géneros
dentro da familia Lactobacillaceae como os membros predominantes; o outro filo principal,
com 12% de abundancia, foi o Pseudomonadota, que consistia em varios géneros de bactérias
de 4cido acético, incluindo Komagataeibacter, Gluconobacter e Acetobacter. Em relacdo aos
fungos, o kombucha era composto principalmente de espécies do género Dekkera e da ordem
Sordariales. As espécies indentificadas incluiam: Calycina discreta, Candida ethanolica,
Brettanomyces anomalus, Brettanomyces bruxellensis, Pichia kudriavzevii, Saccharomyces
cerevisiae, Hanseniaspora vineae € Ramularia robusta.

Estudando a fermentagdo com cultura inicial da Nova Zelandia, Wang et al. (2023)
identificaram uma maior concentragdo de cepas de Komagataeibacter rhaeticus; ¢ de
leveduras Debaryomyces prosopidis € Zygosaccharomyces lentus.

Phung et al. (2023) estudaram a composi¢cdo de kombucha preparada com cultura

inicial comprada na Tailandia, apos 7 dias de fermentagdo. A analise da comunidade



21

microbiana revelou que Acetobacter (>82%) e Komagataeibacter (7,35%) foram os géneros
predominantes; outras bactérias incluiram Bacillus (1,36%), Bosea, Blautia, Cellvibrio e
Faecalibacterium (valores até 0,32%). O Bacillus ¢ responsavel por produzir 4cido latico e
tém sido utilizados como probiodticos em varios produtos alimentares e bebidas. Blautia sp. e
Faecalibacterium sp. sdo conhecidos como produtores de acido acético, acido butirico e
acidos graxos de cadeia curta. Dekkera (>89%) foi a levedura predominante, outros fungos
detectados em abundancia relativamente baixa, foram Cloridium, Archaeorhizomyces,
Trichoderma, Rhizospogon, Saitozyma e Suillus (valores até 0,74%) .A parte sdo fungos que
se associam a plantas, encontrados suas superficies na rizosfera; Trichoderma ¢ associada a
produgdo de enzimas celuloliticas e Saifozyma sdao conhecidas por produzir acido gluconico; a
presenca relativamente pequena desses fungos, provavelmente nao desempenha papel
importante na fermenta¢ao da kombucha.

Sales et al. (2023) analisaram uma kombucha de cha preto, inoculada com uma cultura
fornecida pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ); em que foi identificado o
género Komagateibacter como dominante (>40%) entre os procariontes, além da presenca de
organismos Staphylococcus (24%), Enterobacteriaceae (18%), Latilactobacillus (15%) e
Pediococo (0,4%). A familia Enterobacteriaceae possui um grupo muito grande de
microrganismos; alguns desses organismos estdo envolvidos na deterioragdo de alimentos,
outros sdo patdgenos, € outros indicadores de contaminagdo; baseado em estudos anteriores
Sales et al. (2023) consideraram que a bebida era microbiologicamente segura em relagao a
contaminagdo por Enterobactérias, considerando a temperatura proxima a 100°C a que foi
submetida no preparo.

Sales et al. (2023) examinaram ainda a microbiota de kombuchas cascaras, em que
também foi relatada presenca majoritaria de bactérias do género Komagateibacter, K.
rhaeticus (>60%), K. europaeus (15-36%), K. intermedius (0.2%), além de
Gluconacetobacter  entanii  (0.5%), Latilactobacillus e Pediococcus (0.08-0.9%),
Enterobacteriaceae (0.06-0.6%), e Staphylococcus (1.3%). As espécies Staphylococcus
carnosus ¢ Staphylococcus xylosus que foram identificados nas kombuchas de cha preto e
cascaras sdo cepas de Staphylococcus spp. coagulase-negativas, encontradas em produtos
alimentares fermentados, e frequentemente reconhecidas como microbiota nao infecciosa. Em
relagdo ao contetido fingico, o género de levedura predominante foi o Pichia (>90%) em
todas as kombuchas; leveduras Brettanomyces bruxellensis (5%) também estiveram presentes,

além de organismos do género Saccharomyces (-2%).
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3.1.3 Interacdes microbianas e bioquimicas na fermentacao

A fermentacao da kombucha ¢ um processo complexo, e envolve principalmente a
atividade de leveduras e bactérias acido-acéticas; no qual as principais rotas bioquimicas sao
conhecidas, a fermentagdo alcoodlica e acética (Sanwal et al., 2023); na Figura 3.2, ¢ mostrado

um esquema desses Processos.

Figura 3.2 - Principais rotas bioquimicas da fermenta¢do de kombucha.
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Fonte: Adaptado de Barbosa (2020).

Os agucares sdo a principal fonte de carbono para que os microrganismos completem
seus processos metabdlicos, as leveduras do meio produzem enzimas, como a invertase, que
promovem a hidrdlise da sacarose, formando glicose e frutose (Barbosa, 2020). Alguns
conjuntos de bactérias acéticas vao consumir a glicose e transforma-la em celulose, esses

organismos sao estritamente aerdbios, por isso a formacdo das fibras se da na superficie do
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liquido; esse processo ¢ considerado um mecanismo tanto de defesa contra o meio externo,
quando uma maneira de ter mais oxigénio disponivel (Balasubramanian; Praharaj, 2023); a
glicose também ¢ transformada em acido Gluconico e Glucurdnico (Barbosa, 2020; Ariff et
al., 2023).

As leveduras podem obter energia tanto pela respiracdo celular, quanto pela
fermentagdo; elas tém preferéncia pela frutose, e na via fermentativa eles produzem etanol e
gas carbonico; o &cido pirtvico intermediario desse processo também pode ser metabolizado
por LAB para producdo de Acido Latico. Posteriormente, o etanol ¢ oxidado pela agdo de
enzima alcool desidrogenase (ADH), que converte etanol em acetaldeido, removendo dtomos
de hidrogénio; enquanto a aldeido desidrogenase (ALDH) ¢ usadas pelas AAB para
transformar o acetaldeido em acido acético (Barbosa, 2020; Freitas et al, 2022).

Ao longo da fermentagdo, quando os niveis de etanol se tornam muito baixo, o
acetato acumulado pode ser utilizado como fonte de carbono e energia, através da enzima
acetil-CoA, no ciclo do 4cido citrico (TCA), esse processo ¢ denominado super oxidacdo do

acetato (Barbosa, 2020).

3.1.4 Principais compostos quimicos presentes

Na literatura foram relatadas diversas substancias presentes em fermentados de
kombucha, incluindo &cidos organicos como acético, gluconico, glucurénico e lactico;
acucares como frutose, glicose e sacarose; polifendis vindos do ché; vitaminas (B1, B2, B6,
B12 e¢ C) (Chandrakala et al., 2019; Freitas et al, 2022; Sanwal et al., 2023); aminas
biogénicas, aminodcidos, purinas, lipidios, algumas enzimas hidroliticas, etanol, anions,
minerais ¢ dioxido de carbono (Chandrakala et al., 2019; Villarreal-Soto et al., 2020; Sanwal
et al., 2023).

A composi¢do e as quantidades dos compostos presentes na kombucha podem variar
de acordo com as condi¢des do processo fermentativo, da cultura inicial, do tipo de cha, da
fonte de sacarose, ¢ das quantidades dos ingredientes (Talebi et al., 2017; Bortolomedi et al.,
2022; Yang et al., 2022; Rossini; Bogsan, 2023; Santos et al., 2023). Um exemplo disso seria
o teor de acidos organicos em termos de acido glucurdnico, glucdnico, ascoérbico, acético e
acido succinico, que se mostra maior quando utilizado o cha preto, quando comparado com
cha oolong e ché verde (Kaewkod et al., 2019).

Outra fato constatado ¢ que kombuchas preparadas com folhas de cha verde

apresentaram maior producdo de celulose, provavelmente por ndo passarem pelo mesmo
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processo de oxidagdo que as folhas de cha preto e outros tipos de chas, tendo assim um maior
conteudo de compostos bioativos com atividade contra bactérias contaminantes, permitindo
que as AAB produzam mais celulose, ja que sua atividade ndo ¢ perturbada pelos micrébios
invasores (Primiani et al, 2018). Alguns estudos também se propuseram a controlar a
produ¢do de metabdlitos a partir da modificacdo da populagdo microbiana, melhorando a
produgdo de acido glucurénico, por exemplo (Rossini; Bogsan, 2023). Na Tabela 1 sdo
mostrados as quantidades de alguns compostos presentes na kombucha em diferentes tempos

de fermentacao, e concentragdes de sacarose inicial.

Tabela 3.1- Concentragdo de alguns compostos presentes em kombuchas ao longo do tempo

de fermentacao.

Composto Composicao média Sacarose inicial Tempo (dias)
Acidos organicos  Acido acético 5,6 g/LL 70 g/L 15
Acido acético 8,36 g/L 100 g/L 18
Acido acético 11 g/L 100 g/L 30
Acido gluconico 39 g/L 100 g/L. 60
Acido glucurénico  0,0160 g/L 70 g/L 21
Acido latico 0,18 g/L 100 g/L 18
Vitaminas Bl 0,74 mg/mL 70 g/L 15
B2 8 mg/100mL 70 g/L 10
B6 0,52 mg/mL 70 g/L 15
B12 0,84 mg/mL 70 g/L 15
C 25 mg/mL 70 g/L 10
Compostos gerais  Etanol 5,5¢g/L 100 g/L. 20
Proteinas 3 mg/mL 100 g/L 12
Polifendis docha 7,8 Mm GAE 100 g/L. 15
Minerais Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 70 g/L 15
Anions F, CI, Br, I, 100 g/L 7

NO;, HPO;, SO,

O tempo ¢ as condigdes de armazenamento também podem afetar o perfil de

kombuchas; Torre et al. (2021), por exemplo, analisaram kombuchas caseiras de cha preto

Fonte: Adaptado de Santos (2023)
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armazenadas sob refrigeragdo, e relataram que a partir do 4° més houve uma reducdo

significativa do conteudo de polifendis.

3.1.5 Aspectos nutricionais e funcionais relatados

As substancias presentes na kombucha sdo associadas a varios beneficios, o acido
acético ajuda no combate a hipertensao; os acidos gluconico e latico estdo associados a uma
melhor satde do colon; as catequinas, teaflavinas e outros polifendis t€ém a capacidade de
eliminar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Santos et al., 2023); as catequinas
também sdo associadas a regulacdo do fluxo sanguineo, absor¢do intestinal, efeito
antidiabético; enquanto as teaflavinas, a atividade anticancer, regulacdo da microbiota
intestinal, combate a sindromes anti-metabolicas ¢ atividade antiviral (Bortolomedi et al.,
2022). O acido glucurdnico desempenha um papel importante na desintoxicagdo do figado e
no processo associado a excre¢do de produtos quimicos exogenos (Kaewkod et al., 2019); ja
as vitaminas presentes como a C (acido ascorbico) sdo co-fatores em multiplas vias
bioquimicas importantes (Bortolomedi et al., 2022).

Em relacdo a bebida, tem-se uma caréncia de pesquisas acompanhando os efeitos e os
beneficios do consumo continuo do kombucha em humanos (Mendelson et al., 2023); porém,
existem diversos estudos que se propuseram a investigar a atividade biologica, relatando
atividade antioxidante (Gaggia et al., 2019; Kaewkod et al., 2019; Khosravi et al., 2019;
Tanticharakunsiri et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2020; Torre et al., 2021; Osiripun;
Apisittiwong, 2021; Tsuru et al., 2021; Mohsin et al., 2022; Choi et al., 2023; Phung et al.,
2023; Kim et al., 2023; Oliveira et al., 2023; Yuliana et al., 2023; Khazi et al., 2024),
anti-inflamatéria (Marzban et al., 2015; Villarreal-Soto et al., 2020), anticancerigena
(Kaewkod et al., 2019; Villarreal-Soto et al., 2020), antimicrobiana (Primiani et al, 2018;
Kaewkod et al., 2019; Brewer et al., 2021; Valiyan et al., 2021; Zubaidah et al., 2021; Jarrell
et al., 2022; Mohsin et al., 2022: Phung et al., 2023; Khazi et al., 2024), anti-glicémica
(Hardoko et al., 2020; Mendelson et al., 2023; Oliveira et al., 2023) e hepatoprotetora (Choi et
al., 2023).

Marzban et al. (2015) testaram o efeito terapéutico do cha de kombucha em 18
camundongos fémeas submetidos a encefalomielite autoimune experimental, que ¢ um
modelo para estudo de esclerose multipla; o consumo de chd demonstrou melhorar a
gravidade da encefalomielite e atenuar a infiltragdo de células inflamatérias no sistema

nervoso central dos individuos.
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Oliveira et al. (2023) relataram que a bebida apresentou capacidade de inibitdria frente
a enzima a-glucosidase, que participa da digestdo de oligossacarideos, proporcionando
potencial beneficio para individuos com diabetes; ja Mendelson et al. (2023) realizaram um
estudo clinico em adultos com diabetes mellitus tipo II; os participantes (n- 12) foram
instruidos a consumir um produto de kombucha ou um controle placebo (cada 240 mL) por de
4 semanas. O Kombucha reduziu os niveis médios de glicose no sangue em jejum em
comparagcdo com a linha de base, enquanto o placebo ndo foi associado a uma alteragao

estatisticamente significativa.

3.1.6 Seguranga da bebida

Do ponto de vista alimentar o kombucha ¢ geralmente considerado seguro se for
preparado e armazenado corretamente, e se consumido com modera¢do; em condigdes erradas
a bebida pode oferecer riscos; durante o preparo, patogenos podem contaminar a bebida; se
mal condicionada o baixo nivel de pH pode causar corrosdo do recipiente (Kitwetcharoen et
al., 2023). O consumo excessivo também pode causar acidose lactica, um acimulo de acido
no sangue, ao qual pessoas com sistemas imunologicos comprometidos sdo mais suscetiveis;
além de que a presenca de etanol em kombuchas pode ser preocupante para mulheres gravidas

e criangas (Kitwetcharoen et al., 2023).

3.1.7 Parametros fisico-quimicos analisados na fermentacdo

Diversas sdo as variaveis que podem influenciar a fermentagdo e consequentemente a
qualidade final da kombucha. Alguns parametros podem ser analisados para acompanhar o
processo fermentativo, e determinar o melhor momento para o consumo ou armazenamento
da bebida. Durante a fermentacdo do kombucha, a medida que os dias passam, mais acidos
organicos sdo formados (acido acético, acido gluconico, acido glucurdnico e acido lactico), o
que faz com que a acidez total aumente. A acidez ¢ um fator muito importante para avaliar a
qualidade da bebida, valores muito altos podem deixar o sabor avinagrado, enquanto uma
baixa acidez pode significar que a bebida ainda ndo foi fermentada o suficiente (Chandrakala
etal., 2019).

A formacao de acidos organicos durante o processo também causa a diminui¢ao dos
valores de pH. No inicio da fermentagdo, em especial nos trés primeiros dias, o pH diminui

rapidamente, devido ao metabolismo inicial da cultura inoculada, apds esse periodo a reducao
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se torna mais lenta e gradual (Bortolomedi et al., 2022). Em torno de 7 a 10 dias a bebida ja se
encontra levemente carbonatada e acida, com pH abaixo de 4 (Oliveira et al., 2023); por um
lado, um valor de pH baixo pode contribuir para manter a bioatividade dos polifendis, e para
a redu¢do de microrganismos indesejados, que possam competir pelos nutrientes, e liberar
toxinas (Bortolomedi et al., 2022); porém, valores muito baixos podem prejudicar o
crescimento das espécies presentes na kombucha, além de serem prejudiciais ao estdmago
humano (Chandrakala et al., 2019; Dartora et al., 2023).

O pH pode ser influenciado pela composi¢do e pelo tipo de chd, devido a diferencas na
quantidade de compostos polifendis, como catequinas, o que afeta a atividade dos
microrganismos na decomposi¢cdo da sacarose, que ¢ metabolizada até a formacao dos acidos;
na literatura a faixa considerada ideal indicada ¢ de 2,7 a 3,2 (Primiani et al, 2018).

A temperatura € outro parametro a ser monitorado durante a producao de kombucha,
valores na faixa de 22 a 30°C, favorecem a propagacdo de AAB e a formacao dos compostos
desejaveis como o acido gluconico; abaixo de 18°C, por exemplo, o processo fermentativo
fica consideravelmente mais lento (Chandrakala et al., 2019). Temperaturas mais elevadas
favorecem a produgdo de acido acético, aumentando a inibi¢do da via da glicolise, e
favorecendo a producdo de 4cido glucurdnico, que € um metabolito importante por conta das
caracteristicas sensoriais que a traz a bebida (Bortolomedi et al., 2022). Apesar disso, o
excesso de acidez ¢ considerado um fator sensorial desagradavel, e em temperaturas acima de
30 °C a bebida pode se tornar viscosa (Chandrakala et al., 2019).

Ao longo da fermentacdo, o etanol ¢ convertido em d4cidos organicos, € sua
concentragdo passa a diminuir; altas concentracdes de alcool muitas vezes nao sdo desejadas
na kombucha, devido ao suposto apelo funcional da bebida (Barbosa, 2020; Freitas et al,
2022). Apods o envase do kombucha, o fluxo de oxigénio ¢ cortado, o que favorece a
fermentacdo alcodlica, produzindo mais etanol. Para reduzir esse teor final, podem ser usados
equipamentos de extracdo de alcool; a bebida pode ser diluida ou a fermentacdo pode ser
cuidadosamente monitorada para retirada da bebida com um valor inferior (Ariff et al., 2023),
e pasteurizada antes do envase.

Nos processos bioquimicos que ocorrem na kombucha, os agucares sao transformados
em diversos compostos, além de serem acumulados no exterior das células como fibras de
celulose; por tudo isso espera-se que o nivel de actcar caia com o passar dos dias (Primiani et
al., 2018). Carboidratos ou agucares sdao polihidroxialdeidos, poliidroxicetonas e seus
derivados compostos de carbono, hidrogénio e oxigénio, geralmente na propor¢ao [C(H,0)],.

Sao classificados de acordo com o ntimero de unidades estruturais, como monossacarideos (1
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unidade), como glicose e frutose; dissacarideos (2), como sacarose; além de oligossacarideos
(2-10) e polissacarideos, que possuem cadeias mais longas (Campbell-Platt, 2015). Assim
como a sacarose, durante a fermentacao os polissacarideos podem ser hidrolisados produzindo
formas de menor peso molecular (Zoecklein et al., 1999).

A concentragdo inicial de sacarose no inicio da fermentagdo ¢ proporcional a
concentragdo final do 4cido latico e dos acidos totais; porém, niveis de agucar acima de 12,5%
podem apresentar reducdo na quantidade final de &cido glucurdnico; além disso, altas
quantidades iniciais de agucar também podem causar estresse osmoOtico que suprime o
crescimento de microrganismos (Bortolomedi et al., 2022). O controle da quantidade de
acucar residual na fermentacdo também ¢ importante para estimar o dul¢or da bebida, e
estimar o nivel de gaseificacao natural apds o envase, caso o kombucha ndo seja pasteurizado.

A Figura 3.3 mostra a evolucdo na taxa de hidrdlise (esquerda) e o consumo de acticar
durante 15 dias de fermentacdo, a 25 °C, em trés diferentes kombuchas (F, G e H) preparadas
com cha preto e nas mesmas condi¢des; as diferenga nos perfis provavelmente se devem a
composi¢ao microbiana das culturas inoculadas, que sdo diferentes entre si, o que altera o

tempo de processo e a concentragdo final dos metabolitos (Villarreal-Soto et al., 2020).

Figura 3.3 - Hidrdlise de sacarose e Consumo de agucar ao longo do tempo de fermentacao de

3 kombuchas (F, G e H).
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Fonte: Adaptado de Villarreal-Soto (2020)

Medic¢des de Solidos Soluveis Totais (SST) também sdo usadas para monitorar o
progresso da fermentacdo, ja que a medida que o aglicar vai sendo consumido pelas leveduras
e os acidos vao sendo formados pelas AAB, o valor desse parametro vai mudando. Além de

agucares, esses solidos incluem pigmentos, acidos, € uma série de substancias; mas no geral
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esse pardmetro fornece uma boa aproximagdo dos niveis de actcar e do curso da fermentacao

(Zoecklein et al., 1999).

3.1.8 Legislacao da bebida

Paises como Canada e os Estados Unidos possuem regulamentos e orientagdes para a
fabricagdo de kombucha e teor alcodlico maximo permitido, no entanto, apenas o Brasil tem
legislacdo especifica (Dartora et al., 2023; Rossini; Bogsan, 2023). A instru¢do normativa N°
41, de 17 de Setembro de 2019 estabelece o padrao de identidade e qualidade da Kombucha
em todo o territério nacional.

De acordo com a normativa, ¢ considerado Kombucha Original, aquela ndo alcoolica e
preparada através da respiracdo aerobia e fermentagdo anaerdbia, realizada por cultura
simbidtica da bactéria e leveduras (SCOBY), no mosto obtido da infusdo ou extrato de
Camellia sinensis e aglcares. E possivel também fazer kombuchas diferentes, com o uso de
outras espécies vegetais antes da fermentacdo com camellia sinensis; adicao de frutas, mel,
melado, aditivos e aromatizantes naturais (Brasil, 2019). Na tabela 3.2 sao mostrados os

intervalos dos pardmetros analiticos determinados pela normativa.

Tabela 3.2- Valores minimo e méximo para parametros da kombucha de acordo com a

normativa N° 41, de 17 de Setembro de 2019.

Parametro Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduag@o alcodlica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduag@o alcodlica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEq/L) 30 130
Pressdo (atm a 20°C) na kombucha adicionada de CO2 1,1 3,9

Fonte: Brasil (2019).
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4 METODOLOGIA

As revisOes narrativas sdo altamente uteis para divulgacdo de conhecimentos
especificos e pesquisas recentes. Embora uma revisao sistematica, que descreve o passo a
passo da obtencdao dos dados e suas quantidades, muitas vezes seja considerada um método
mais apropriado para sintetizar descobertas de estudos semelhantes, uma revisao narrativa
pode discutir uma variedade de estudos, relatar avangos e fornecer uma visao mais ampla dos
assuntos (Sukhera, 2022). Além disso, podem ser uteis para explorar tdpicos pouco
pesquisados e sintetizar com detalhes as evidéncias cientificas (Sukhera, 2022).

O presente estudo se propde a ser uma revisao narrativa, desenvolvendo os assuntos e
as metodologias encontradas nos trabalhos selecionados (Cavalcante; Oliveira, 2020). Por ser
narrativa, ndo foram registrados dados quantitativos acerca da producdo analisada
(Cavalcante; Oliveira, 2020), porém, pela forma com foi feita a sele¢do de artigos, € possivel
encontrar a maioria deles nas primeiras paginas das fontes de dados.

Para a pesquisa foram utilizadas as paginas de busca do Peridodicos CAPES, PubMed e
Scholar Google. Os termos empregados foram: kombucha fermentation, “kombucha” AND
“pH”, “kombucha” AND “ethanol”, “kombucha” AND “sugar”; foi feita a selecdo de artigo
entre os anos de 2017 e 2023 que apresentavam estudos e quantificagdo de parametros
fisico-quimicos de kombuchas, valida¢des de métodos analiticos em kombuchas e analises de
kombuchas comerciais. Para a discussao dos assuntos abordados e das metodologias analiticas

também foram usadas dissertagdes, teses e capitulos de livros.



5S TRABALHOS SELECIONADOS

31

Na Tabela 5.1 encontram-se a indicacao dos trabalhos selecionados, os parametros e

métodos de analise que cada um se propos a monitorar durante a fermentagao de kombucha.

Tabela 5.1 - Andlises e métodos de alguns parametros monitorados na fermentacao de

kombucha.
Analise Método Referéncia
Acidez total Titulagdo com NaOH Primiani et al., 2018; Kaewkod et al., 2019; Barbosa et
0,1 N e indicador al., 2020; Hardoko et al., 2020; Tanticharakunsiri et
al., 2020; Trevifio-Garza et al., 2020; Osiripun;
Apisittiwong, 2021; Tsuru et al., 2021; Zubaidah et al.,
2021; Aung; Eun, 2022; Zubaidah et al., 2022; Dartora
et al., 2023; Frolova et al., 2023; Kim et al., 2023;
Majid et al., 2023; Oliveira et al., 2023; Phung et al.,
2023; Sales et al., 2023.
Titulagao Khosravi et al., 2019; Alderson et al., 2021; Wang et
potenciométrica al., 2023; Yuliana et al., 2023; Zhao et al., 2023b.
Acucares Antrona Zubaidah et al., 2021; Kang et al., 2023; Zhao et al.,
2023a; Zhao et al., 2023b.
DNS Barbosa et al., 2020; Aung; Eun, 2022; Vukmanovic et
al., 2024.
Acido fenol-sulfurico Trevifio-Garza et al., 2020; Phung et al., 2023.
CCD Kim et al., 2023.
HPLC Gaggia et al., 2019; Khosravi et al., 2019; Leonarski et
al., 2021; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Frolova et al.,
2023; Sales et al., 2023; Tsuru et al., 2021; Ohwofasa
et al., 2024.
UPLC Jiménez et al., 2018.
Etanol Ebulidmetro Kaewkod et al., 2019; Alderson et al., 2021; Tsuru et

al., 2021.

Kit enzimatico

Lacorn; Hektor, 2018; Ivory et al., 2021; Kim et al.,
2023.

Reag¢do com K,Cr,0O,

Barbosa et al., 2020.

HPLC

Gaggia et al., 2019; Leonarski et al., 2021; Dartora et
al., 2023; Mendelson et al., 2023.
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CG Talebi et al., 2017; Liu et al., 2019; Tanticharakunsiri
et al., 2020; Chan et al., 2021; Jang et al., 2021;
Osiripun; Apisittiwong, 2021; Yang et al., 2022;
Frolova et al., 2023; Majid et al., 2023; Phung et al.,
2023; Rossini; Bogsan, 2023.

RMN 1H Mohsin et al., 2022.
pH Medidor digital de Primiani et al., 2018; Kaewkod et al., 2019; Khosravi
pH et al., 2019; Barbosa et al., 2020 ;Hardoko et al., 2020;

Tanticharakunsiri et al., 2020; Trevifio-Garza et al.,
2020; Brewer et al.,, 2021; Francisco et al., 2021;
Leonarski et al., 2021; Osiripun; Apisittiwong, 2021;
Torre et al., 2021; Tsuru et al., 2021; Valiyan et al.,
2021; Zubaidah et al., 2021; Aung; Eun, 2022; Jarrell
et al., 2022; Yang et al., 2022; Zubaidah et al., 2022;
Dartora et al., 2023; Frolova et al., 2023; Kim et al.,
2023; Majid et al., 2023; Oliveira et al., 2023; Phung
et al.,, 2023; Sales et al., 2023; Wang et al., 2023;
Yuliana et al., 2023; Ohwofasa et al., 2024.

Titulador automatico  Alderson et al., 2021

Solidos  solaveis Refratdometro Kaewkod et al.,, 2019; Trevino-Garza et al., 2020;

totais Alderson et al., 2021; Brewer et al., 2021; Francisco et
al., 2021; Tsuru et al., 2021; Mohsin et al., 2022;
Oliveira et al., 2023; Sales et al., 2023; Wang et al.,
2023; Yuliana et al., 2023.

Fonte: Autor (2024).

5.1 COMPORTAMENTO DO PROCESSO FERMENTATIVO

A diminuicao do pH e o aumento do percentual de acidez total ao longo do processo
de fermentacdo de kombucha, devido a formacdo de &cidos organicos, ja estdo bem
estabelecidos na literatura (Oliveira et al., 2023); porém nos trabalhos podemos ver diferencas
nos valores finais e nas concentracdes dos metabolitos quando comparamos os diversos tipos
de folhas utilizadas.

Analisando trés chas de Camellia sinensis, Kaewkod et al. (2019) observaram que a
bebida preparada com ché preto apresentava o pH mais baixo (2,70), seguida do cha oolong
(2,89) e cha verde (2,94). A acidez mais alta também foi relatada para o fermentado de cha
preto (16,75 g/L), seguido novamente de cha oolong (12,24 g/L) e do cha verde (11,72 g/L);

na Figura 5.1 pode ser vista a mudanca nesses parametros durante 15 dias de fermentagao.
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Figura 5.1 -Variacdo no pH (a) e na acidez (b) em kombuchas de cha verde, oolong e preto,

durante 15 dias de fermentagao.
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Fonte: Adaptado de Kaewkod et al.(2019).

Zubaidah et al (2021) prepararam kombuchas com Agafrao-da-terra (0,4%; 0,8%;
0,12%; 1,6%; 2%), ¢ constataram entre 0,09%-0,13% de acidez a mais no 12* dia de
fermentagdo; sendo as medidas de acidez total cerca de 50% menores quando comparadas
com uma kombucha preparada com ché preto nas mesmas condigdes; ja o pH diminuiu para
valores muito proximos uns dos outros, de aproximadamente 4 para 3.

Primiani et al. (2018) relataram um aumento de acidez e redu¢do de pH maiores em
kombuchas feitas com caruru-azedo, casca de mangostim, folhas de graviola, ac4cia-branca,
murta-dos-jardins, frente a uma kombucha de cha verde, apos 8 dias de fermentagao.

Tanticharakunsiri et al. (2020) misturaram cha oolong e folhas de menta de cozinha
(Mentha cordifolia Opiz. Ex Fresen), uma erva popular na Tailandia, e perceberam que o pH
aumentou e a acidez diminuiu a medida que se adicionava uma fracado maior de menta (KM)
para a fermentacdo (Figuras 5.2a e 5.2b). Ja a producdo de etanol ndo parece ter uma

tendéncia clara (Figura 5.2¢).
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Figura 5.2 -Variacdo no pH (a) e na acidez (b) e na concentragdo de etanol (c) com a adi¢do de

menta de cozinha em kombuchas de ché oolong, ao longo do tempo de fermentacao.

(a) (b)

-+ 0T 159 -+ 0T
- KM - KM
+OTIKM3 + OT1KM3
+ OT3KM1 = + OT3KM1
+ OT1KM5 3% . 4 OT1KMS
~ OTSKM1 5 + OT5KM1
- OT1KM1 § - OT1KM1
3
g
-
OO 1 1 1 1 T 1 0 L) L T T 1
0 -] 10 16 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (dias) Tempo (dias)
(c)
57 +OT
-+ KM
_ = OT1KM3
= “+ OT3KM1
) 4 OT1KM5
S
= % OT5KM1
E - OT1KM1
€3]
0 L) L) L) Ll 1
0 5 10 15 20 25

Tempo (dias)

Fonte: Adaptado de Tanticharakunsiri et al. (2020).

Jiménez et al. (2018) observaram uma menor taxa de consumo de sacarose € uma
menor produ¢do de acidos organicos em kombucha feita com folhas de goiabeira, quando
comparada com uma feita de cha preto; ja Gaggia et al. (2019) constataram que para uma
kombucha preparada com folhas de rooibos, apds 14 dias de de fermentacdo, a bebida
apresentava uma baixa concentra¢do de etanol e 4cido acético, e uma quantidade de acido
glucurdénico comparavel a kombucha de cha preto.

Esses resultados distintos nas medidas de acidez e de pH com a infusdo de diferentes
espécies de plantas, pode ser explicado pela variagdo na composicdo ¢ na quantidade de
catequinas e outros compostos fenolicos presentes nelas, o que afeta a atividade das bactérias
e leveduras na decomposicdo da sacarose e consequentemente na producdo dos acidos
organicos (Primiani et al, 2018).

Varias mudangas também sao relatadas com relagao a concentracao e fonte de agucar;
Jarrell et al (2022) utilizou ché preto com diferentes fontes de agucares, e constatou, partindo

de amostras com pH=3,2 (+/— 0,1), que houve pouca mudanca no pH para as culturas com
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galactose, lactose e maltose (3,3-4,0), enquanto culturas de frutose, glicose, manose e
sacarose continuaram a se tornar cada vez mais acidas (1,7-2,0), ao longo de 15 dias de
fermentacao.

Khosravi et al. (2019) relataram que apds 15 dias da infusao, a acidez titulavel de uma
kombucha de xarope de tdmara foi maior do que a preparada com sacarose. Ao aumentar o
°Brix do xarope utilizado entre 6 ¢ 10, observou-se elevagdo no teor de acidez titulavel,
diminui¢do no pH, e aumento na quantidade de &cidos organicos; os graficos do pH e acidez

em func¢do do tempo podem ser vistos na Figura 5.3.

Figura 5.3 -Variacdo no pH (a) e na acidez (b) em fung¢ao do valor do Brix do xarope de

tamara como fonte de agucares para kombucha, durante 15 dias de fermentacao.
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Fonte: Adaptado de Khosravi et al. (2019).

Phung et al. (2023) produziram kombuchas de cha preto com adicdo de acucar
mascavo e cascas € carocos de abacaxi em diferentes proporgdes, Kl: 60 g e 0 g
respectivamente; K2: 50 ge 10 g; K3:40ge 20 g; K4:30ge 30 g; K5:20ge 40 g; K6: 10 g
e 50 g; K7: 0 g e 60 g; as concentracdes totais de aglicar também foram ajustadas para 60 g/L
com suco de abacaxi. No inicio o pH do kombucha de agucar (K1) (pH 4,99) foi ligeiramente
maior do que o dos kombuchas com adi¢do de abacaxi (K2-K7), que variou de 3,85 a 4,46;
essa diminuicdo pode estar relacionada com o alto teor de 4cidos organicos, como acido
citrico e ao acido ascorbico presentes no abacaxi. Ao longo da fermentagdo, o pH de todas as
amostras diminuiu, novamente as amostras com adicdo de abacaxi tinham valores de pH

menores (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - pH ao longo da fermentagdo de produtos de kombucha de cha preto feitos com

diferentes propor¢des de aguicar mascavo e cascas e carocos de abacaxi.
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Fonte: Adaptado de Phung et al. (2023).

Houve consideravel reducao de agucar em todas as kombuchas entre o 2° e 8° dias de
fermentagdo; porém, com o aumento da proporc¢do de abacaxi, as amostras apresentaram uma
maior taxa de consumo de agucar (Figura 5.5). Phung et al. (2023) citaram que isso
provavelmente se deve ao fato que as cascas terem glicose e frutose como principais
carboidratos, que sdo mais faceis de serem metabolizados. As concentragdes finais de K2 a
K7 variaram de 1,70 a 11,13 g/L, menores que K1, com 20,45 g/L; Phung et al. (2023)
também sugeriram que a adi¢do foi benéfica para o crescimento da comunidade microbiana e

consequentemente da produgdo de metabolitos valiosos.

Figura 5.5 - Teor de agucar ao longo da fermentagdo de produtos de kombucha de ché preto

feitos com diferentes proporgdes de agucar mascavo e cascas e carogos de abacaxi.
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Fonte: Adaptado de Phung et al. (2023).
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Valiyan et al. (2021) compararam o pH de fermentados de cha preto, verde,
verbena-limao e hortela-pimenta, com diferentes concentragcdes de acucar (2, 5 ¢ 8%). Em
todas as bebidas, com aumento da concentragdo de acticar, o pH diminuiu; o menor valor de
pH foi a amostra preparada com verbena-limao a 8% de acticar e com 21 dias de fermentagao.
As variaveis independentes concentracdo de acucar e tipo de cha de ervas, tiveram efeitos
significativos sobre o pH das bebidas; uma porcentagem muito baixa de acucar resultou em
um aumento do pH da kombucha de hortela-pimenta e de verbena-limao ao final do processo;
j4 o tempo de fermentacdo ndo afetou significativamente o pH quando comparado com os
outros efeitos.

Analisando os solidos soluveis totais, Kaewkod et al. (2019) constataram diminui¢ao
quase igual de aproximadamente 10 °Brix para 6 °Brix em 15 dias de fermentagdo, nas

kombuchas de ché verde, oolong e preto (Figura 5.6).

Figura 5.6 -Variacao no valor do Brix em kombuchas de cha verde, oolong e preto, durante 15

dias de fermentagao.
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Fonte: Adaptado de Kaewkod et al. (2019).

Torre et al. (2021) estudaram o efeito do tempo de armazenamento, em kombucha de
chd preto, refrigeradas a 4°C, durante nove meses com amostragem a cada 30 dias. O valor de
pH do cha era de 5,59, e caiu para 2,82 na kombucha obtida apods 30 dias de fermentagdo; nos
cinco meses foram as mudangas foram menores que 0,2 unidades, ao passo que no sexto més,
o valor de pH da amostra aumentou significativamente até 3,24, e permaneceu constante
dentro do erro experimental pelos tltimos trés meses. Torre et al. (2021) sugeriram que esse
aumento de pH provavelmente teria sido devido ao uso subsequente de acidos por bactérias

como fonte de carbono, na condi¢ao de escassez de agucar.
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5.2 KOMBUCHAS COMERCIAIS

Talebi et al. (2017) determinaram a concentragdo de etanol de 18 amostras de
kombuchas vendidas nos EUA, ¢ a faixa de etanol identificada foi de 1,12 - 2,00 % (v/v), o
que excedeu o limite de regulacdo americana para bebidas ndo alcodlicas. Também foi
investigado o efeito da temperatura e do tempo de armazenamento; para isso, kombuchas do
mesmo lote foram submetidas a refrigeracao (4 °C) ou a temperatura ambiente (22 °C) (Figura
5.7); mesmo com refrigeragdo houve um aumento na quantidade de etanol, o que pode estar
associado a hidrolise de ésteres etilicos, ou leveduras ativas junto a presenga de acucar

residual.

Figura 5.7 - Concentracao de etanol (v/v) em kombuchas armazenadas sob refrigeracdo e a

temperatura ambiente, até 60 dias.
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Fonte: Adaptado de Talebi et al. (2017).

Jang et al. (2021) analisaram 684 amostras de kombuchas comerciais vendidas na
regido da Columbia Britanica (Canadd), e identificaram que 31,5 % das amostras tinham
volumes de etanol superiores ao valor de regulacdo local, de até¢ 1 % ABV (alcool por
volume); enquanto Yang et al. (2022) analisaram nove diferentes produtos de kombucha de
seis fabricantes (3 amostras por produto), comprados de supermercados de Los Angeles,
EUA, em fevereiro de 2021. As bebidas tinham pequenas variagdes no pH entre si, na faixa
de 3,2 a 3,3 (Figura 5.8A); etanol, que foi detectado em oito dos produtos (Figura 5.8B),

sendo que a maioria estava abaixo de 0,5 %.
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Figura 5.8 - valores de pH (A) e concentracdo de etanol (B) em 9 produtos de kombucha

vendidos nos EUA.
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Fonte: Adaptado de Yang et al. (2022)

Rossini e Bogsan (2023) coletaram kombuchas comerciais em 2021 antes da
implementagdo da legislagdo especifica brasileira, e perceberam que para 12 amostras
analisadas, s6 uma tinha teor de etanol abaixo de 0,5 % ABY, considerando o limite superior
dentro intervalo de confianca (95 %) (Figura 5.9a). O mesmo procedimento foi feito no ano
seguinte, j4 com a legislagdo em vigor; e constataram que dessa vez oito das doze amostras

ainda tinham um teor de etanol acima de 0,50% ABV (Figura 5.9b).

Figura 5.9 - Teor de etanol (ABV) em diferentes kombuchas comerciais compradas nos

periodos de Margo de 2021 e Abril de 2022.
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Fonte: Adaptado de Rossini e Bogsan (2023).
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5.3 OUTRAS KOMBUCHAS

Para estudar a fabricagdo de uma kombucha em pd, Mohsin et al. (2022) avaliaram os
efeitos da secagem por pulverizagdo em kombuchas, utilizando goma ardbica como agente
encapsulador. A andlise revelou que o acido acético foi significativamente reduzido, e o etanol
foi degradado na secagem por spray; o processo também melhorou as propriedades
fisico-quimicas e manteve suas atividades antioxidantes.

Majid et al. (2023) prepararam kombuchas com flor de ervilha borboleta 0,5% (m/v), e
acrescentaram a duas delas uma bactéria probiodtica local, a L. plantarum Dad-13; as
quantidades adicionadas foram 0 (BK), 10° (PBK6) e 10’ (PBK7) UFC/mL. As kombuchas
com os probidticos apresentaram um pH mais baixo e maior acidez titulavel (Figura 5.10);
além disso a produgdo de acido acético em kombucha com probiodticos foi menor, enquanto o

etanol ndo foi detectado, que sdo caracteristicas desejaveis para a bebida.

Figura 5.10 - pH e acidez titulavel em kombuchas de flor de ervilha borboleta com e sem

adicao de probidtico L. plantarum Dad-13, durante 8 dias.

7 0.8
1 0.7
1 0.6
1 05
41 04
1 03
1 0.2
4 0.1
0.0

Acidez titulavel (%)

0 2 4 6 8
Tempo (dias)

pH BK pH PBK6 ~#—pH PBK7
—0—ATBK =—a—AT PBK6—8— AT PBK7

Fonte: Adaptado de Majid et al. (2023).

A kombucha ainda passou 28 dias armazenada, a temperatura de 4 °C, durante esse
periodo ainda houve uma pequena diminuicdo do pH e uma pequena elevacdo de acidez
Figura 5.11). Apos esse tempo ainda existia 6,26 log UFC/mL do probiotico adicionado, o que

caracterizava o produto como probiotico.
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Figura 5.11 - pH e acidez titulavel em kombuchas de flor de ervilha borboleta com e sem

adi¢do de probidtico L. plantarum Dad-13, durante 28 dias de armazenamento.
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Fonte: Adaptado de Majid et al. (2023).

Com o intuito de preparar a bebida sem adi¢do de agucar, Francisco et al. (2021)
fizeram uma kombucha de milho germinado. A fermentacdo aerdbica durou 5 dias, onde o
°Brix diminui e o pH mudou de 4,0 para 3,8; passado esse tempo, o liquido foi armazenado
em recipiente fechado, onde passou mais 13 dias em andlises (Figura 5.12). O pH continuou
diminuindo, provavelmente devido a formacdao de acido carbonico, até¢ 3,6, j4 o °Brix
permaneceu constante até o 12* dia, e entdo caiu para 1,5, significativamente menor que

kombuchas comerciais.

Figura 5.12 - pH e Grau Brix em kombuchas de milho germinado, durante 18 dias de

fermentacao.
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Fonte: Adaptado de Francisco et al (2021).
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5.4 METODOS DE ANALISE

5.4.1 Acidez Total

A titulacdo acido-base ¢ um procedimento simples e barato, e que traz resultados com
exatiddo consideravel; todos os trabalhos analisados utilizaram essa técnica (ver Tabela 3). De
acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008) o procedimento consiste em transferir
a amostra para um frasco Erlenmeyer, adicionar 0,5 mL do indicador fenolftaleina 1%, e
titular com a solu¢do de com hidroxido de sodio previamente padronizado (NaOH 0,1 N) até
coloragdo rosea. Também ¢ possivel fazer como Zhao et al., 2023b, transferir a amostra para
um béquer e titular até o ponto de viragem, pH 8,2 - 8,4, medido em um pHmetro, o que ¢
relativamente Util quando se tem amostras mais escuras. O resultado geralmente ¢ dado em

gramas de &cido acético por 100 mL de amostra, conforme a Equacdo 5.1.

V.M.f.pm (5.1)

Acidez total = 0 va

sendo V ¢ o volume (mL) de hidréxido de sédio gasto na titulagdo, M a molaridade da
solugdo de hidroxido de sodio, f o fator de correcdo da solugdo de hidroxido de so6dio, pm o
peso molecular do 4cido acético (60 g) e Va o volume (mL) tomado da amostra.

A instrucao normativa N° 41 nao faz referéncia a acidez total, mas sim a acidez volatil,
que pode ser obtida pela titulagdo da amostra apds destilagdo. De acordo com as normas do
Instituto Adolfo Lutz (2008) ¢ utilizado um aparelho gerador de vapor de Cazenave-Ferré ou
um conjunto similar, até¢ obten¢ao de 100 mL do destilado, e entdo ¢ feito a titulagdo da
mesma forma que na acidez total. A unidade também ¢ diferente, sendo expressa em meq/L,

obtida pela Equacado 5.2.

V. N. £.1000 (5.2)

Acidez volatil = v ,
a

onde, como antes, V ¢ o volume (mL) de solugdo de hidréxido de sédio gasto na titulagdo, f é
fator de corregdo da solucdo de hidroxido de sodio, N é normalidade da solugao de hidroxido

de sdédio, € Va é volume da amostra.
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5.4.2 Agucares

Dentre os métodos de analise de carboidratos identificados na pesquisa (ver Tab. 3)
encontram-se colorimétricos, como DNS, Antrona e fenol-sulfurico, e cromatograficos, como
CCD, HPLC e UPLC. Antes de realizar as analise as amostras passem por um pré-tratamento,
para retirada de impurezas, podendo ser filtradas, ou passar por um processo de extracao
liquido-liquido, no qual os solventes empregados sdo geralmente adgua, alcool (metanol ou

etanol), cloroférmio ou misturas deles (Kurzyna-Szklarek et al., 2022).

5.4.2.1 Métodos colorimetricos

Os acucares de seis carbonos, glicose e frutose, utilizados pela levedura na
fermentagdo também sdo chamados de aglicares redutores, por conterem grupos funcionais
capazes de serem oxidados, provocando entdo, redu¢do de outros compostos (Zoecklein et al.,
1999). No método do Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), os aglicares redutores reagem com o
acido (inicialmente de cor amarela), em aquecimento, dando origem ao acido
3-amino-5-nitrosalicilico (de cor avermelhada). O composto resultante absorve a luz a 540
nm, que ¢ lido em espectrofotdmetro, e a curva padrdo ¢ preparada com solugdes conhecidas
de glicose. O procedimento ¢ considerado simples, de rapida execugdo, e ¢ capaz de
determinar concentragdes de até¢ 5,5 mM (Kurzyna-Szklarek et al., 2022). Na Figura 5.13 ¢

apresentada a reacdo da glicose no método DNS.

Figura 5.13 - Principais reagdes do método DNS.
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Fonte: Adaptado de Kurzyna-Szklarek et al. (2022).
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A sacarose também ¢ chamada de "agucar invertido", e em sua configuracdo nativa
ndo ¢ redutor, e portanto, ndo pode ser medido diretamente com as técnicas de redugdo;
porém, apds um processo de hidrolise, ou inversao, seus componentes glicose e frutose podem
ser medidos (Zoecklein et al., 1999). No método de Antrona (Figura 5.14), acido sulftrico
concentrado ¢ utilizado para transformar os polissacarideos, oligossacarideos e dissacarideos
(como a sacarose), em carboidratos simples, monossacarideos, que serdo desidratados pelo
proprio acido para a formacao de compostos derivados de furfural. Com a adicao de antrona
(9,10-dihidro-9-ozoantraceno), esses compostos formam complexos de cor azul-verde com
maxima absor¢do a 625 nm. A intensidade da cor no comprimento de onda méaximo de
absorbancia varia com a composi¢do do polissacarideo (Kurzyna-Szklarek et al., 2022). O
método antrona-sulfurico ¢ um dos métodos padrao para andlise de agucar do protocolo

analitico oficial da China (Zhao et al., 2023).

Figura 5.14 - Principais reagdes do método de Antrona.
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Fonte: Adaptado de Kurzyna-Szklarek et al. (2022).

O método do acido fenol-sulfurico ¢ utilizado para diversas aplicagdes, devido a sua
sensibilidade e simplicidade, além de poder ser usado na presenca de sais e residuos de
proteinas. Esse método ¢ semelhante ao de Antrona, na primeira fase, o acido sulfurico
concentrado também quebra quaisquer carboidratos maiores em monossacarideos; que
também sdo desidratados com acido sulftrico concentrado para formar derivados de furfural
(Figura 5.15); dessa vez, ¢ utilizado fenol para reagir com os derivados furfurais, formando
complexos de cor amarelo-ouro; a absor¢ao ¢ a 490 nm para hexoses e 480 nm para pentoses
e acidos urdnicos (Kurzyna-Szklarek et al., 2022). E considerado simples, de baixo custo,

relativamente rapido, e o equipamento necessario ¢ minimo; porém exige uma grande
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quantidade de 4cido sulfurico, fora que o fenol que apresenta multiplos riscos para a saude

(Kurzyna-Szklarek et al., 2022).

Figura 5.15 - Principais reagdes do método fenol-sulfurico.
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Fonte: Adaptado de Kurzyna-Szklarek et al. (2022).

5.4.2.2 Métodos cromatograficos

A Cromatografia liquida é uma técnica fisico-quimica de separagdo de componentes
de uma mistura. O sistema consiste em um leito compactado de algum material solido (ou
solido revestido de liquido) com uma fase mével (um liquido ou um gés) percolando através
dele; os solutos colocados nesse sistema se distribuem entre essas duas fases, e, portanto,
movem-se em taxas diferentes, sendo entdo separados (Zoecklein et al., 1999). Dentre os
diferentes mecanismos usados em sistemas cromatograficos, os mais comuns sao parti¢ao,
adsor¢ao, troca idnica e exclusao de tamanho (Zoecklein et al., 1999).

Os sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia, comumente chamados pela
sigla. em inglés HPLC (high-performance liquid chromatography), sdo constituidos de
colunas embaladas com fase estacionaria, através das quais os analitos e a fase movel
percorrem para separagdo (Poole, 2003). No equipamento (Figura 5.16) os solventes sdo
armazenados em reservatorios na parte de cima; também existem misturadores, valvulas,
bombas, amortecedores e controladores que mantém o fluxo e composi¢cdo da fase mdvel
adequados para a andlise; existe uma valvula de inje¢do conectada a coluna para inserir
volumes especificos da amostra no fluxo de fase movel totalmente pressurizado; quando saem
da coluna os componentes sdo registrados continuamente usando um detector on-line com alta

sensibilidade e resposta rapida (Poole, 2003).
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Figura 5.16 - Esquema dos equipamentos de HPLC
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Fonte: Adaptado de Vogel (2002)

O HPLC ¢ listado pela Associagdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) como
uma técnica padrdo na analise de carboidratos (Kurzyna-Szklarek et al., 2022). Nos trabalhos
foram utilizados como fase movel acido sulfurico (Khosravi et al., 2019; Leonarski et al.,
2021; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Sales et al., 2023), acetonitrila (Ohwofasa et al., 2024),
NaOH (Gaggia et al., 2019) e 4gua ultrapura (Tsuru et al., 2021); as concentragdes de
acucares foram determinadas a partir de curvas de padrao externo multiplicadas pelos fatores
de diluigao, que o procedimento padrao (Khosravi et al., 2019). Foram usados principalmente
detectores de indice de refracdo (RI) (Gaggia et al., 2019; Khosravi et al., 2019; Leonarski et
al., 2021; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Sales et al., 2023), mas também detector de arranjo
linear de diodos (DAD) (Osiripun; Apisittiwong, 2021; Tsuru et al., 2021) e detector por
espalhamento de luz evaporativo (ELSD) (Ohwofasa et al., 2024).

Os equipamentos de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) tem melhorias
em relagdo ao HPLC, permitindo o uso de colunas com um menor comprimento, particulas
menores na fase estaciondria, e pressdes mais elevadas; também apresenta uma maior
resolugdo (grau de separagdo entre os picos) e maior sensibilidade de detecg¢do (Porto, 2014).
Jiménez et al. (2018) fizeram a analisa de carboidratos com um equipamento UPLC,
utilizando uma fase movel constituida por solugdo de acetonitrila:zdgua com 0,1% de
hidroxido de amonio (80:20); amostras puras de sacarose, glicose e frutose foram usadas
como padroes; e o controle e analise de dados foram feitos com software MassLinx.

A cromatografia em camada delgada ¢ um tipo de cromatografia liquida em que sdo

usadas placas revestidas com uma camada fina de material sorvente, como silica (Si0O,),
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alumina (AL,O;) e celulose cristalina, em vez de coluna (Zoecklein et al., 1999). A separacdo ¢
realizada em uma camara fechada, onde uma fase movel de solvente sobe por agdo capilar, e
as moléculas de soluto sdo transportadas em funcao de seus coeficientes de particdo; também
pode ser aplicado fluxo forgado ao solvente (Poole, 2003); ¢ a determinacao das substancias ¢
feita analisando as distdncias que elas percorreram, o fator de retencdo (R;) delas, e

comparando com padrdes, que sdo desenvolvidos ao mesmo tempo que as misturas (figura
5.17).

Figura 5.17 - Esquema da cromatografia em camada delgada.
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Fonte: Adaptado de Vogel (2002).

Kim et al. (2023) analisou o teor de sacarose em kombuchas por cromatografia em
camada delgada; as amostras foram manchadas em placas e reveladas com ascensdes de
acetonitrila/agua (85:15, v/v); apds seca, a placa foi mergulhada em uma solugao de coloragao
de n-(1-naftil)etilenodiamina dicloridrato (0,5 % p/v) e acido sulfurico (5 % p/v) em metanol,
e aquecida a 120 °C por 10 min. A quantidade de sacarose foi determinada usando um

software, o AlphaEaseFC 4.0.
5.4.3 Teor alcoodlico

5.4.3.1 Ebuliometria

O ebulidmetro é um equipamento para medi¢do do ponto de ebuli¢do de liquidos, que

pode ser usado para medi¢ao do teor de dlcool baseando-se na lei de Raoult, com a redugdo no
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ponto de ebulicdo da mistura de agua e etanol, a medida que o teor de etanol aumenta. Para
corrigir a pressao diferente no laboratério, o método ebuliométrico utiliza uma escala
deslizante que permite ajustar o ponto de ebulicao real da agua (Zoecklein et al., 1999).
Adiciona-se aproximadamente 30 mL de 4gua deionizada a camara de ebuli¢do, e
posiciona-se o instrumento sobre a chama (ver figura 5.18). Quando o termometro atingir um
ponto estavel, aguarda-se 30 segundos para o caso de pequenas flutuagdes, neste momento,
faz-se a leitura do ponto de ebulicdo e ajuste a escala para 0,0% de 4lcool. Antes de colocar a
amostra ¢ importante esfriar e enxdgue bem o instrumento, e adicionar agua fria da torneira ao
condensador, para evitar perda prematura de alcool, resultando em pontos de ebuli¢do

erroneamente altos e alcoois aparentes mais baixos (Zoecklein et al., 1999).

Figura 5.18 - Componentes de um ebulidometro.
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Fonte: Adaptado de Zoecklein et al. (1999).

Dentre as interferéncias a mais importante ¢ o efeito dos agucares, teoricamente
deveria ocorrer uma elevagdo do ponto de ebuli¢do, no entanto a matriz aglicar-agua causa um
aumento na pressao de vapor do etanol; para reduzir os erros atribuidos ao agucar as amostras
podem ser diluidos com dgua para um nivel de agucar menor que 2%. Os aldeidos, ésteres e
acidos tém efeito contrario aumentando o ponto de ebuli¢cdo; assim, os efeitos combinados

acabam aproximando a medida do valor real de teor alcoolico (Zoecklein et al., 1999).
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5.4.3.2 Testes enzimaticos

Os kit de ensaio de etanol sdo considerados uma alternativa mais rapida quando
comparados aos métodos cromatograficos, eles sdo baseados em uma ou duas reagdes de
oxidacdo do etanol (ver Figura 5.19). A primeira reacdo ¢ a oxidagdo do etanol em acetaldeido
pela molécula de Dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD"), catalisada pela enzima
alcool desidrogenase, formando NADH (Zoecklein et al., 1999; Lacorn; Hektor, 2018); como
o equilibrio dessa reacdo esta a favor ao etanol, condigdes experimentais especiais devem ser
adotadas (Lacorn; Hektor, 2018).

A segunda reagdo ¢ a oxidacao do acetaldeido em acido acético na presenca da aldeido
desidrogenase, formando também NADH. Nos dois casos a quantidade de NADH ¢
mensurada pelo aumento da absorbancia a 340 nm, lido em espectrofotometro. Para os kits

com as duas reagdes, a quantidade de NADH serd estequiometricamente o dobro da

quantidade de etanol (Ivory et al., 2021).

Figura 5.19 - Reagoes de oxidagdo do Etanol por NAD".
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Fonte: Adaptado de Ivory et al., (2021).

O ensaio ¢ muito sensivel e, portanto, ¢ importante que o ambiente laboratorial e o ar
estejam livres da presenca de etanol; antes de realizar os ensaios a amostra deve ser filtrada
para remover os microrganismos, e agitada com um misturador de vortex, por no minimo 20
s, para remoc¢ao de gases residuais (Ivory et al., 2021). Para a andlise segue-se a dilui¢do e o
passo a passo de acordo com as instrucdes do fabricante; os calculos e a equagdo para
conversao dos valores de absorbancia em concentra¢des de etanol também sdo incluidos em
cada kit. As vantagens dessas andlises incluem especificidade, custo reduzido, e uma
quantidade minima de "residuos" que requer descarte adequado; ja as desvantagens sdo os
potenciais interferentes que dificultam as andlises, volumes muito pequenos de amostras e
reagentes, € a necessidade de executar varios padrdes para treinar o uso do kit e validar as

constantes fornecidas no mesmo (Zoecklein et al., 1999).
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5.4.3.3 Redugdo com dicromato de potdssio

Barbosa et al., 2020 determinou a concentrag¢ao de etanol com base no método descrito
por Salik e Povoh (1993). O método se baseia na reagcdo de oxidacdo do etanol, promovida
pelo dicromato de potassio em meio acido (utiliza-se acido sulfurico); no primeiro momento,
o etanol reage com os ions dicromato produzindo acetaldeido, que depois ¢ oxidado,
produzindo 4cido acético, com a correspondente redugdo dos ions Cr*' para ions Cr’'. A
solu¢do adquire uma tonalidade verde proporcional & concentracdo de alcool na amostra
(Galassi, 2007), que pode ser relacionada aos ions Cr'" através da medicdo em
espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm. Antes das analises as amostras devem

ser destiladas, para evitar que os agucares ou outros compostos interfiram nas medigoes.

5.4.3.4 Cromatografia

Nos artigos que usaram cromatografia liquida para determinacdo de etanol, usaram
solugdes de acido sulfurico como fase movel, detectores RI e padrdes externos para analise e
quantificagdo (Gaggia et al., 2019; Dartora et al., 2023; Mendelson et al., 2023).

Na cromatografia gasosa (CG) a fase movel ¢ um gas inerte; os analitos sdo separados
de acordo com a facilidade de passar para a fase gasosa, que depende da sua volatilidade e de
sua interacdo com a fase estacionaria na coluna. O sistema ¢ composto de uma entrada para
vaporizar € misturar a amostra com a fase movel; um forno para otimizar a temperatura para a
separacao; coluna e detector (Poole, 2003). Para medir a concentragdo de uma amostra de
teste, um padrao de concentracdo conhecida ¢ injetado no instrumento de CG. O tempo de
retengdo de pico e a area do padrdo sdo comparados com os resultados da amostra para
determinar sua concentracao.

Nos trabalhos utilizou-se principalmente o 1-propanol ou 2-propanol como padrao, ¢ a
quantificagdo foi feita usando uma curva de calibragdo externa com base na razdo do pico do
etanol para o pico do propanol; diferentes detectores foram usados como seletivo de massa
(MS) (Chan et al., 2021; Jang et al., 2021) e ionizacdo de chama (FID) (Liu et al., 2019;
Tanticharakunsiri et al., 2020; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Yang et al., 2022; Phung et al.,
2023; Rossini; Bogsan, 2023).
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5.4.3.5 Ressondncia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ uma técnica que mede a
absor¢do de radiacdo eletromagnética entre 4 ¢ 750 MHz (radiofrequéncia). Nesse tipo de
espectroscopia, os nucleos dos atomos absorvem radiagdo, para isso a amostra € exposta a um
campo magnético de varios teslas (T), levando os ntcleos de interesse aos estados de energia
necessarios para que ocorra a absor¢ao (Vogel, 2002). Essa técnica identifica e quantifica, ja
que a area do sinal integrado ¢ diretamente proporcional ao nimero de nucleos que
originaram aquele sinal.

Mohsin et al (2022) mensuraram o etanol a partir de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H). Para isso dissolveram as amostras de kombucha
em solugdo contendo metanol e KH,PO, tampio em D,0 (Oxido de deutério) na proporgio de
50:50 (v/v). A mistura foi submetida a vortice e sonicada, depois transmitida para o tubo de
RMN. O TSP (4cido trimetilsililproanoico) 0,1% foi o padrdo interno, utilizado para calcular
a concentragdo expressa em mmol/L. Para os espectros de RMN e a identificagdo foi usado o

software Chenomx.

5.4.4 pH

Quase todos os trabalhos utilizaram medidores digitais de pH (ver Tabela 3), cujo
procedimento também estd incluido nas normas do Instituto Adolfo Lutz (2008), esses
equipamentos sao potencidémetros especialmente adaptados que permitem uma determinagao
direta, simples e precisa do valor. Os pHmetros, como também sdo chamados, possuem dois
eletrodos de vidro, um de referéncia com potencial constante, € outro com potencial que
depende da concentragdo dos ions [H;O"] (Campbell-Platt, 2015). O equipamento ¢é calibrado
com solucdes tampao de pH 4 e 7, e entdo o eletrodo ¢ inserido no béquer contendo a amostra
previamente homogeneizada para medigao.

Além de um pHmetro convencional, Alderson et al. (2021) também utilizaram um
equipamento de titulagdo automatica para medir o pH das amostras. E interessante citar que
Ohwofasa et al. (2024) estimaram o pH de kombuchas comerciais utilizando a concentragdo
de acido gluconico presente nelas, através de modelo linear testado antes em amostras

preparadas em laboratdrio, que se mostrou ser bom preditor desse parametro.
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5.4.5 So6lidos soluveis totais

A presenca de solidos soltiveis na dgua causa uma alteracao no indice de refracao, a
dimensao dessa mudanga pode ser usada para determinar a quantidade de soluto; para isso,
utiliza-se um refratometro, a unidade desse equipamento ¢ o grau Brix (°Bx), que corresponde
a 1g de solidos soluveis em suspensdo por 100 g de solucdo (Zoecklein et al., 1999).

O procedimento também ¢ descrito nas normas do Instituto Adolfo Lutz (2008), e
consiste em retirar uma amostra, que ¢ centrifugada para separacdo de fases, e transferir de 3 a
4 gotas da para o prisma do refratdmetro, que depois ¢ fechado, ajusta-se o foco da imagem, e
entdo ¢ feita a leitura diretamente com a escala do equipamento; em refratometros digitais
apenas se coloca a amostra. Também ¢ possivel realizar a filtragdo da amostra com um papel
de filtro ou um pedaco de algodao se ainda existirem particulas s6lidas no sobrenadante; para
refratdmetros de bancada, ¢ importante observar a temperatura da medi¢ao e corrigir a leitura

em relacdo a ela de acordo com tabelas de referéncia.

5.4.6 Analise de acidos organicos e compostos fenolicos

Fora os parametros mostrados na Tabela x, muitos trabalhos também decidiram por
quantificar os acidos organicos e compostos fenolicos presentes. Apesar de ser ter uma nogao
das quantidades de acidos pelo pH e acidez total, ¢ interessante conhecer a quantidade de
acidos glucolico, acético, glucurdnico, latico, etc, individualmente na kombucha j& que essas
informagdes contribuem para avaliar a qualidade da bebida e seus aspectos sensoriais. Ja os
polifendis, sdo particularmente relevantes devido as suas propriedades antioxidantes e
funcionais; esses compostos sofrem processos de biotransformagdo durante o processo
fermentativo, e catequinas e teaflavinas acabam dando origem a novos compostos fenolicos
(Zubaidah et al., 2021).

Nos trabalhos, a identificagdo e quantificagdo dos acidos foi feita exclusivamente por
métodos cromatograficos, como HPLC (Gaggia et al., 2019; Kaewkod et al., 2019; Khosravi
et al., 2019; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Dartora et al., 2023; Frolova et al., 2023; Kim et
al., 2023; Mendelson et al., 2023; Phung et al., 2023; Ohwofasa et al., 2024), UPLC (Jiménez
et al., 2018; Barbosa et al., 2020; Majid et al., 2023) e CG (Kang et al., 2023; Khazi et al.,
2024). Ja as composigdes fenodlicas totais foram quantificadas pelo ensaio Folin-Ciocalteu
(Gaggia et al., 2019; Khosravi et al., 2019; Tanticharakunsiri et al., 2020; Hardoko et al.,
2020; Muzaifa et al., 2021; Osiripun; Apisittiwong, 2021; Zubaidah et al., 2021; Mohsin et
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al., 2022; Dartora et al., 2023; Frolova et al., 2023; Kim et al., 2023; Oliveira et al., 2023;
Phung et al., 2023; Yuliana et al., 2023; Khazi et al., 2024).

O ensaio Folin-Ciocalteu (F-C) ¢ um método sensivel, que pode quantificar uma
ampla variedade de compostos fenolicos; além de ser relativamente econdmico em
comparac¢do a outros métodos e compativel com equipamentos comuns de laboratério (Pérez
et al.,, 2023). O método ¢ baseado na reducdo dos derivados anidnicos dos &cidos
fosfotungstico e fosfomolibdico (reagente F-C) pelas espécies antioxidantes na amostra; uma
mudanga de cor de amarelo para azul, diretamente proporcional a atividade redutora dos
compostos fenolicos. mais detalhadamente os acido fosfomolibdico/fosfotiingstico em pH
alcalino criam complexos azuis (Figura 5.20) que sdo detectados espectroscopicamente em
cerca de 760 nm. A capacidade redutora ¢ frequentemente como equivalentes de acido galico

(GAE) (Pérez et al., 2023).

Figura 5.20 - Esquema das rea¢des no método Folin-Ciocalteu.
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Fonte: Adaptado de Pérez et al. (2023).

5.4.7 Modelagem para acompanhamento dos parametros ao longo do processo

Alguns artigos analisados se propuseram a criar modelos ou métodos para monitorar
os parametros do processo fermentativo de kombucha. Barbosa et al (2020) analisaram
diferentes substancias no decorrer do processo fermentativo de kombuchas feitas com cha
preto e verde através de UPLC, espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), e analises
fisico-quimicas de etanol, pH, aglicares redutores totais e acidez total titulavel. Entdo usaram

Low-level data fusion para criar um modelo que pudesse identificar as diferentes culturas e
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chéas utilizados no estudo; a abordagem pode proporcionar diferenciacdo qualitativa das
kombuchas, e analise das alteragcdes bioquimicas na fermentagao.

Mais recente Zhao et al (2023a), utilizaram espectroscopia de infravermelho préximo
(NIR) para monitorar as alteragdes no agucar total em kombucha durante o processo
fermentativo; minimos quadrados parciais (PLS), rede neural de retropropagag¢do (BPANN) e
a combinagdo PLS-BPANN foram utilizados para estabelecer modelos de relacdo entre
espectros NIR e agucar total medido pelo método de Antrona. Foi observado que o modelo
combinado teve os melhores resultados com coeficiente de determinagio de predi¢do (R*p) de
0,9437, erro quadrado médio de previsdao da predicio (RMSEP) de 0,8600 g/L e um bom
efeito de verificagdo. Na Figura 5.21 pode ser visto as concentra¢des de acucar medidas e as
previstas no modelo, durante a analises para validagao.

No mesmo ano o grupo também desenvolveu um sistema de detec¢do de
espectroscopia visivel/infravermelho proximo (V-NIR) on-line como método para monitorar a
concentragdo de acgucares soluveis, acidos totais e bactérias durante a fermentagdo de
kombucha; utilizando como valores de referéncia os obtidos com método de Antrona,
titulagdo potenciométrica, e valores de densidade oOptica para representar o valor de
concentragdo bacteriana; o método minimos quadrados (PLS) foi acoplado ao algoritmo de
busca de pardal (SSA), algoritmo de otimizagdo de baleias (WOA) e algoritmo de otimizagao

abutre Africano (AVOA) para o estudo, que demonstrou que o sistema ¢ aplicavel (Zhao et
al., 2023b).

Figura 5.21 - Concentragdes de agiicar medidas e as previstas no modelo com NIR.
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Kang et al (2023) acompanharam os constituintes ativos da Kombucha usando um
conjunto de sensores colorimétricos nano-compoésitos (Nano-CSA) acoplados com
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR). Sessenta e sete compostos volateis foram
determinados como marcadores por cromatografia gasosa (GC-MS); o Nano-CSA foi
composto por corantes quimicamente responsivos dopados com estruturas metal-organicas
(MOFs). As amostras foram separadas usando métodos quimiométricos, e os sistemas tiveram

bons resultados.



56

6 CONCLUSOES

Apesar do recente crescimento de sua industria, o kombucha ainda ¢ uma bebida
muito caseira, produzida de maneira simples € com pouco acompanhamento da fermentagao.
Existe uma enorme variedade de condi¢cdes de preparo; comunidades microbianas; e
substratos adicionados, com o intuito de melhorar as caracteristicas sensoriais e funcionais da
bebida. O kombucha ¢ um fermentado complexo que ¢ influenciado por diversos fatores do
modo de producdo e do ambiente; e diversas pesquisas vém sendo feitas com o intuito de
estudar os efeitos da adi¢do de ingredientes diferentes, temperatura, tempo de fermentagdo, e
também condi¢des de armazenamento.

O pH baixo por muitas vezes ¢ relacionado a seguranca da bebida e com condi¢des
ideais para produg¢do dos metabolitos de interesse pelos microrganismos; ja a acidez ¢
avaliada por questdes sensoriais € como uma medida dos 4cidos organicos formados,
principalmente acido acético. A taxa de consumo dos agucares (sacarose, glicose e frutose)
esta diretamente ligada ao estudo do tempo de fermentacdo, e a quantidade final € associada a
dogura da bebida. Em muitos casos o etanol se mostra uma preocupacao constante no final da
fermentacdo, e em alguns casos no armazenamento, principalmente pelo fato das kombuchas
geralmente ndo passarem pelo processo de pasteurizagao.

Os métodos e equipamentos utilizados na medicao do pH, acidez e so6lidos soluveis
totais sdo sempre os mesmos, pHmetro, titulacdo, refratdmetro, muito por conta de serem
simples, baratos e de facil disponibilidade em laboratérios de andlise de bebidas. Ja para a
determinagdo do teor de agucares e teor alcoolico na bebida encontram-se uma variedade de
métodos colorimétricos, como Antrona , DNS e fenol-sulfurico, cromatograficos, a exemplo
do HPLC, GC e CCD, e espectroscopicos.

E imprescindivel compreender os efeitos que o controle dos parametros pode exercer
na selecdo e no metabolismo dos microrganismos e, consequentemente, nos sabores e nas
caracteristicas desejados da bebida produzida; o conhecimento dessas variaveis e das analises
empregadas no monitoramento delas tem o intuito de contribuir para um processo de
producdo mais controlado e consistente, que possa garantir a uniformidade dos lotes de
kombuchas, ndo s6 em relagdo aos pardmetros sensoriais, como o sabor e aroma, mas também

para atender as exigéncias da legislacao.
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