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RESUMO

| Kombucha é uma bebida- resultante da fermentag&o de cha verde e/ou ché preto adogados e
adicionados de uma cultura contendo um consorcio simbidtico de bactérias e leveduras. Por
possuir compostos bioativos similares ao cha verde e ter grande importancia socioeconémica
no Sul do Brasil, a erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) pode ser uma alternativa mais
viavel na producdo de kombucha. Assim, o presente trabalho teve por objetivo a produgdo de
kombucha utilizando a erva-mate como substrato alternativo em escala artesanal e
laboratorial, comparando seus compostos e comportamento ao longo da fermentacdo a
kombucha tradicional de cha verde. As kombuchas foram reproduzidas em escala artesanal, a
temperatura ambiente, e em escala laboratorial, utilizando um biorreator com controle dos
seguintes parametros: temperatura em 28 °C, agitacdo 50 rpm e aeracao de 0,42 vvm para as
kombucha de ché verde e erva-mate durante 7 dias de fermentacdo. As analises realizadas nas
kombuchas de ambos os substratos foram: pH, fendlicos totais, atividade antioxidante e
contetido de acidos e agucares, e somente para a kombucha de erva-mate foi realizada também
analise sensorial. As kombuchas desenvolvidas obtiveram resultados satisfatdrios com relagédo
aos seus compostos bioativos, cujas versdes laboratoriais apresentaram valores superiores
tanto para fenodlicos totais como para atividade antioxidante, demonstrando uma melhor
extracdo destes compostos nas condicOes utilizadas no biorreator. Nas andlises de pH e
conteddo de acidos e acUcares, as kombuchas de erva-mate demonstraram menor conversdo
da sacarose em seus subprodutos da fermentacdo, e consequentemente, menor diminuicdo do
pH quando comparadas as kombuchas de cha verde, possivelmente pela microbiota presente
ainda ndo estar adaptada ao substrato e este ndo ser tdo efetivo nessas condigdes. A analise
sensorial da kombucha artesanal resultou em 68,25% de aprovacdo global enguanto a
kombucha laboratorial obteve 63,17% de aprovagdo. A aceitacdo moderada da kombucha
provavelmente ocorreu pelo desconhecimento da bebida pela maioria dos provadores, além do
fato de ter sido oferecida sem saborizacdo e carbonatacdo, como sdo apresentadas as versdes
comerciais. A kombucha esti em crescimento no mercado nacional e este trabalho auxilia em
uma melhor avaliacdo desse produto, possibilitando futuros estudos que possam ajudar na
caracterizacdo da kombucha para uma possivel padronizacdo de sua producdo em escala
industrial.

Palavras-chave: kombucha, fermentacéo, biorreator, mate (llex paraguariensis St. Hil.), cha
verde



ABSTRACT

Kombucha is a beverage resulting from the fermentation of sweetened green or black tea by a
microbial culture composed of a symbiotic association of bacteria and yeasts. Because of its
composition containing bioactive compounds, similar to green tea, and its great socio-
economic importance in the South of Brazil, leaves of mate ((Ilex paraguariensis St. Hil.) can
be a viable alternative in the production of kombucha. Therefore, this work aimed at
producing kombucha using mate as an alternative substrate in both artisanal and laboratory
scale, and comparing its composition throughout the fermentation to the traditional kombucha
of green tea. The kombuchas were produced in artisanal scale at room temperature and in
laboratory scale using a bioreactor with control of the following parameters: temperature at 28
°C, agitation at 50 rpm, and aeration of 0.42 vvm for the green tea and mate for 7 days of
fermentation. The kombucha analyses of both substrates were: pH, total phenolics,
antioxidant activity, and content of acids and sugars, and, only for the mate kombucha, a
sensory analysis was also performed. The developed kombuchas obtained satisfactory results
regarding their content of bioactive compounds, the laboratory-produced showing higher
values for both total phenolics and antioxidant activities, demonstrating a better extraction of
these compounds under the conditions used in the bioreactor. Regarding the analyzes of pH
and content of acids and sugars, the kombuchas of mate showed a lower conversion of
sucrose in to its by-products of the fermentation, and a lower pH decrease when compared to
the kombucha of green tea, possibly because the original microbial community was not
adapted to that substrate. Sensory analysis of the artisanal kombucha resulted in 68.25% of
global approval, whereas laboratory kombucha obtained 63.17% of approval. Moderate
acceptance of kombucha was probably due to the lack of knowledge of this beverage among
most the tasters, as well as the fact that it was offered without flavoring and carbonation, as
the commercial versions are presented. Kombucha is growing in the national market and this
work helps in a better evaluation of this product, allowing future studies that could help the
characterization of kombucha for a possible standardization of its production on an industrial
scale.

Keywords: kombucha, fermentation, bioreactor, mate (llex paraguariensis St. Hil.), green
tea.
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1 INTRODUCAO

A crescente busca por um estilo de vida mais saudavel vem mostrando que o
consumidor atual ndo esta mais apenas priorizando a sensorialidade de um produto, mas
também busca os beneficios e funcionalidades que ele pode acrescentar a sua dieta e dia a dia.
Segundo a publicagéo do Brasil Food Trends 2020, a tendéncia denominada “saudabilidade e
bem-estar” vem desencadeando diversos segmentos de consumo, entre 0s quais € possivel
destacar a procura de alimentos funcionais, que tém como diferencial trazer beneficios ao
desempenho fisico e mental, saide cardiovascular, saude intestinal, entre outros.

Um alimento que vem se popularizando no Brasil e que esta dentro das tendéncias
atuais de mercado é a kombucha, uma bebida doce fermentada de origem asiatica, a base de
cha verde e/ou chéa preto. Ela é resultado da fermentacdo de uma associacdo simbidtica de
bactérias (primordialmente por bactérias acéticas) e leveduras, onde se forma uma pelicula
chamada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), que realizam vérias reacfes
bioquimicas durante sua fermentacdo. (CHEN; L1U, 2000).

O ché verde ou preto, que € usado como substrato para a producdo de kombucha, é
cultivado e consumido ha anos pelas suas caracteristicas de aroma e propriedades medicinais
em muitos paises; seus efeitos e constituintes principais sdo pesquisados e ja foram obtidas
informacdes que indicam inimeros beneficios para a saide. Muitas propriedades dos produtos
vegetais estdo associadas a presenca de compostos fendlicos, que sdo inerentes ao
desenvolvimento das plantas e, quando presentes em uma dieta regular, podem ser benéficos a
salde humana, reduzindo o risco de cancer e de doencas cardiovasculares (NISHINO, 2005;
RASMUSSEN et al., 2000).

Entre os substratos alternativos para a producdo de kombucha pode-se citar a erva-
mate (llex paraguariensis St. Hil.), que tem sua origem na América do Sul e se desenvolve
naturalmente no Brasil, na Argentina e no Paraguai. Contudo, cerca de 80% da &rea de
ocorréncia pertence ao Brasil, sendo a regido Sul a maior produtora, desempenhando um
importante papel socioecondémico e ambiental, principalmente nas propriedades agricolas de
pequeno porte (ESMELINDRO et al., 2002; RODIGHERI; SCHLOSSNACHER NETO;
CICHACZEWSKI, 1995). A infusdo do cha de erva-mate foi empregada no tratamento de
diferentes patologias em tribos indigenas. Nos ultimos anos, vérias dessas atividades
farmacoldgicas foram documentadas em artigos cientificos, 0s quais demonstraram que 0
consumo do cha de erva-mate foi capaz de reduzir a glicemia de jejum e a hemoglobina

glicada em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (KLEIN et al., 2011). Também, que



a ingestdo da erva-mate independente da intervencdo dietética aumentou a capacidade
antioxidante e atividade sérica da enzima antioxidante paroxonase-1 em individuos
dislipidémicos (BOAVENTURA et al., 2012) além de ter a capacidade de reduzir valores de
LDL-colesterol (mau colesterol) e aumentar valores de HDL-colesterol (bom colesterol) por
meio do seu consumo (DE MORAIS et al., 2009).

Apesar da variabilidade de uso da erva-mate (chimarréo, tereré e chd-mate), ela ainda
¢ pouco aproveitada em outros segmentos. Por se tratar de uma planta com beneficios
comprovados em sua infusdo, podem-se vislumbrar outras aplica¢fes potenciais que viriam a
ampliar o seu consumo e, consequentemente, o seu mercado (VALDUGA, 1994).

Aliando o aspecto funcional e possivelmente probidtico da kombucha, que vem
ganhando espa¢o no mercado brasileiro com as propriedades benéficas da infusdo do extrato
de erva-mate, uma opcao para explorar esse nicho de mercado é a utilizacdo da erva-mate
como matéria-prima em sua producdo, avaliando sua producdo artesanal e em condicBes de
processo controladas com uma kombucha padrdo feita de chd verde. Devido ao
reconhecimento e crescimento do mercado de kombucha, ¢ de suma importancia para a
industria que se desenvolva uma metodologia com parametros controlados para uma producéo
em escala e com padronizagdo do produto desejado.

Além de valorizar a producéo regional e ja tradicional da erva-mate no Rio Grande do
Sul, o custo do produto pode ser reduzido com a substitui¢do, visto que o cha verde possui um
valor de mercado, superior ao da erva-mate. Além disso, a bebida tem alta concentracdo de

compostos bioativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento artesanal e em escala laboratorial de kombuchas de erva-mate e cha
verde e caracteriza-las em relacdo aos compostos organicos formados, compostos fendlicos e

atividade antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver kombuchas artesanais de cha verde e erva-mate.

- Produzir kombuchas de cha verde e erva-mate em um biorreator com controle de
temperatura, pH, agitacdo e aeracéo.

- Analisar os compostos fendlicos, atividade antioxidante, aglcares e compostos
organicos das kombuchas desenvolvidas.

- Comparar a atividade antioxidante e compostos fenolicos com uma kombucha
comercial.

- Analise sensorial das kombuchas de erva-mate.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Kombucha

A kombucha é uma bebida fermentada tradicional originada no Oriente, cujo inicio
ainda é desconhecido, e que hoje ja esta bastante difundida no Ocidente (TEOH; HEARD;
COX, 2004). Ela ¢é obtida a partir da infusdo de folhas de cha pela fermentacdo de uma
associacao simbidtica de bactérias e leveduras, resultando em uma bebida um pouco doce,
ligeiramente &cida e consumida em todo 0 mundo (CHEN; LIU, 2000).

H& muitos relatos mostrando que ela pode ajudar na reducdo do risco de doencas
crbnicas e tem propriedades benéficas para a salde humana, como antimicrobianos,
antioxidantes, anti-hiperglicémicos e anti-hiperlipémicos (CHAKRAVORTY et al., 2016;
DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; MO; ZHU; CHEN, 2008; YANG et al., 2009).

A producédo de kombucha ocorre a partir da infusdo de cha verde ou preto e é adocada
com acucar que € substrato da reacdo de fermentacdo. Ao chad adogado é adicionado um
volume de kombucha j& pronta e um SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), que
serdo responsaveis pelo processo de fermentacdo. O SCOBY, segundo Jayabalan et al. (2010),
¢ constituido majoritariamente por proteina e fibras. Sempre formado um SCOBY na
superficie do recipiente a cada nova fermentacdo, o qual deve ser guardado uma parte para a
préxima e assim sucessivamente. Durante o processo de fermentacdo, o cha comeca a liberar
um aroma fermentado e ha formacdo de bolhas de gés, resultado do &cido carbdnico
produzido na reacdo (JAYABALAN et al., 2014). As caracteristicas da kombucha, tanto
sensoriais quanto de composi¢do quimica, variam muito, pois estdo atreladas a diversos
fatores, como o tipo de cha e agucar utilizados como base, 0s microrganismos presentes no
SCOBY e o tempo de fermentacdo. O tempo ideal é de 7 a 12 dias e a temperatura de 22 a 30
°C. Ao longo de sua fermentacgdo, ela vai ficando com o sabor mais &cido, originado do &cido
acético produzido, diminuindo sua aceitacdo sensorial. O valor do pH decresce ao longo da
fermentacao devido a producéo de &cidos organicos (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

Ao final do processo, consome-se a kombucha refrigerada, podendo ser servida como
um substituto ndo alcodlico do espumante devido ao seu alto grau de carbonatagdo ou também

do refrigerante, sendo uma alternativa mais saudavel.
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3.1.1 Ingredientes

3.1.1.1 Cha Camellia Sinenses

O ché& produzido a partir das folhas da planta Camellia Sinenses (C. Sinenses) é uma
das bebidas ndo alcoolicas mais consumidas no mundo. O cha é utilizado na China ha
aproximadamente trés mil anos e é considerado pelos orientais uma bebida saudavel, tendo
sua maior produco no Sudeste asiatico, incluindo China, india, Japo, Tailandia, Sri Lanka e
Indonésia (RIETVELD; WISEMAN, 2003; TANAKA; KOUNO, 2003).

Os chés de Camellia Sinenses sdo classificados em trés tipos basicos: preto, verde e
oolong, sendo diferenciados pelo beneficiamento das suas folhas. O cha preto é derivado de
folhas envelhecidas pela oxidacdo aerdbica das catequinas, ocorrendo uma fermentagdo. O
cha verde é produzido a partir de folhas frescas da planta, as quais sdo apenas escaldadas e
fervidas, ocorrendo uma rapida inativacdo da enzima polifenol oxidase, o que mantém
preservado seu teor de polifendis e o torna mais rico em catequinas € compostos com
atividades funcionais. Por sua vez, o cha oolong ¢ considerado intermediario ou “parcialmente
oxidado”, pois é obtido por meio de um processo de fermentacdo mais brando, em que as
folhas ficam em repouso de duas a quatro horas, sendo, depois, aquecidas para que 0 processo
oxidativo seja interrompido, tendo, assim, um aroma menos acentuado que o cha preto. No
Ocidente, ao contrario dos paises orientais, 0 cha mais consumido ainda é o preto, embora o
consumo de cha verde venha crescendo principalmente devido ao reconhecimento e
divulgagdo de suas propriedades funcionais (CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ, 2006;
CHENG, 2006; TANAKA; KOUNO, 2003). Em consequéncia de seus compostos
diferenciais e de seu sabor menos intenso, relacionado ao seu menor teor de inativacdo
enzimatica, o cha verde serd utilizado como substrato da producdo de kombucha neste
trabalho. A composicdo quimica do cha verde inclui diversas classes de compostos fenolicos
ou flavonoides, entre eles os principais presentes sdo os monémeros de catequinas, além de
flavonois e acidos fendlicos. Também possui cafeina, pigmentos, carboidratos, aminoacidos e
micronutrientes como vitaminas B, E e C, e minerais como célcio, magnésio, zinco, potassio e
ferro (YANAGIMOTO et al., 2003).

A atividade antioxidante é uma das propriedades mais conhecidas do cha verde e esta
relacionada a estrutura quimica das catequinas, sendo apontada como o principal fator

contribuinte na prevencdo do risco de diversas doencas cronico-degenerativas, incluindo



13

cancer, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus (BALENTINE; WISEMAN,;
BOUWENS, 1997; RIETVELD; WISEMAN, 2003).

3.1.1.2 Erva-mate

A planta de erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), espécie nativa da América do Sul,
¢ comum na vegetacdo nativa de uma extensa area que abrange o Brasil, a Argentina e 0
Paraguai. Na regido Sul do Brasil, a cultura desempenha um importante papel
socioecondbmico e ambiental, principalmente nas pequenas propriedades agricolas
(RODIGHERI; SCHLOSSNACHER NETO; CICHACZEWSKI, 1995).

A erva-mate pode ser ingerida como cha ou chimarrdo, tradicionalmente consumida na
regido Sul do Brasil, e ndo possui somente uma propriedade agradavel e estimulante, mas
pode-se considerar sua infusdo uma importante fonte de minerais essenciais e de vitaminas
(STAGG; MILLIN, 1975).

Sua composicao foi parcialmente caracterizada na literatura. Inclui uma variedade de
fitoquimicos ativos, cujos compostos mais altos sdo os polifendis (acido clorogénico) e
xantinas (cafeina e teobromina), seguidos por alcal6ides de purina (&cido cafeico, &cido 3,4-
dicico-quinilico e 3, acido 5-dicaffeoylquinico), flavondides (quercetina, kaempferol e rutina),
aminoacidos, minerais (P, Fe e Ca) e vitaminas (C, B1 e B2). Estes sdo 0s constituintes
principais relevantes para a capacidade antioxidante da erva-mate (BASTOS et al.,
2007a; BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007; FILIP et al., 2001).

A erva-mate € conhecida por ter efeitos estimulantes, anticonvulsivos e
neuroprotetores no sistema nervoso central e isso é principalmente atribuido ao seu alto teor
de cafeina e fenolicos (BASTOS et al., 2007b). Outras propriedades funcionais, incluindo
efeitos diuréticos e antiflngicos, associadas aos compostos bioativos presentes na erva-mate
também foram relatadas (FILIP; DAVICINO; ANESINI, 2010; KIM et al., 2015; PANG;
CHOI; PARK, 2008). Estudos in vitro, ex vivo e modelo animal demonstraram efeitos
benéficos da erva-mate no metabolismo de lipidios, glicose e antioxidantes intrinsecos
(BRACESCO et al., 2011).

3.1.1.3 Acucar

O acucar é essencial na producdo da kombucha, visto que € o substrato para a simbiose

de bactérias e leveduras que o transformardo nas substancias que a caracterizam. De acordo


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716305471#bib0025
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716305471#bib0025
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716305471#bib0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861716305471#bib0140

14

com a RDC n° 271 de 22 de setembro de 2005, o agucar é definido como a sacarose obtida do
caldo de cana de agUcar ou de beterraba (BRASIL, 2005).

O acUcar branco é considerado o melhor substrato na fermentacdo da Kombucha
(REISS, 1994).

3.1.2 Microrganismos

Todos os microrganismos presentes na kombucha encontram-se tanto no liquido
quanto na “mae kKombucha”, também conhecida como SCOBY. O SCOBY ¢ a pelicula
gelatinosa que se forma na superficie do liquido e, a cada fermentacdo, sdo formadas novas
camadas de pelicula na parte superior que esta em contato com o ar, sendo sempre essa a mais
recente (JARRELL; CAL; BENNETT, 2000).

Assim como outras associagdes de microrganismos, como o kefir, derivado do leite, a
definicdo exata da kombucha nédo esta bem definida, pois ela varia de acordo com sua origem,
substratos e condicdes de producdo (JAYABALAN et al., 2014).

As bactérias acéticas sdo predominantes na kombucha, cujas principais sdo:
Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti e
Acetobacter pasteurianus. Acetobacter xylinum, a bactéria mais recorrente, tem a capacidade
de sintetizar uma rede de celulose flutuante (SCOBY) que melhora a associacdo formada
entre bactérias e fungos (BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997). Em uma
combinacdo simbidtica com as bactérias, ha diversos tipos de leveduras presentes na
kombucha, e as mais recorrentes sdo: Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes
ludwigii, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae,
Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis,
Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii e Candida stellate. Leveduras dos géneros
Zygosaccharomyces e Saccharomyces produzem compostos arométicos frutados,
apresentando grande importancia no desenvolvimento do aroma da kombucha. Ja as leveduras
apiculadas (Kloeckera e Hanseniaspora) sintetizam ésteres volateis e acidos que conferem ao
substrato um aroma semelhante a sidra (BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR, 2012;
MAYSER et al., 1995).

O pH da kombucha decresce ao longo do processo fermentativo devido a producgéo de
acidos organicos. A cor do liquido vai ficando mais clara, em relacéo a cor original do cha,
devido as alteracBes que ocorrem na conformacdo dos complexos fenolicos resultantes da

acdo de enzimas microbianas sobre os polifenois (LIU et al., 1996).
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3.1.3 Preparagéo de Kombucha artesanal

Ché preto e cha verde sdo utilizados, tanto a mistura de ambos quanto isoladamente,
como substratos na preparacdo da kombucha e é adicionado aclcar. As proporcdes de chas e
acucares utilizados na preparagdo variam de acordo com a literatura. O método utilizado por
Pure e Pure (2016) utiliza 20g/L de sacarose e 10g/L de ervas secas na infusdo. Para Kallel et
al. (2012), a proporcéo escolhida foi a de 100g/L de sacarose com 12g/L de ch& seco na
preparacdo do substrato. Tambem ndo ha tempo de infusdo do cha considerado ideal, depende
do tipo de cha e do produtor, mas seus tempos variam de 2 a 10 minutos. Segundo o livro The
Big Book of Kombucha: Brewing, Flavoring, and Enjoying the Health Benefits of Fermented
Tea (CRUM; LAGORY, 2016), os mais adequados tempos de infusdo de cha verde, ché preto
e erva-mate sdo, respectivamente, 2 a 3 minutos, 3 a 6 minutos e 3 a 5 minutos.

Apds a preparacdo do novo substrato (cha e acUcar), espera-se o liquido esfriar e
chegar até a temperatura ambiente, entdo, é adicionado o in6culo composto pela kombucha ja
fermentada em um volume de 10 a 20% do recipiente no qual ocorrera a fermentagdo junto
com o0 SCOBY. O material utilizado para a fermentagdo ndo podera ser afetado por corrosao
do meio acido que resultard a kombucha, que fica com pH final entre 2,7 e 3,1. Ja foram
relatados casos em que ocorreu toxicidade no consumidor apds a migracdo de compostos
toxicos de recipientes de chumbo e ceramica para a kombucha durante a fermentagdo. Os
materiais mais indicados sdo vidro e aco inox (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017,
SRINIVASAN; SMOLINSKE; GREENBAUM, 1997). Aléem do material, outro fator
necessario € um recipiente com bocal largo para que haja troca de ar com o ambiente, pois é
nessa superficie que se formara a nova pelicula acima da antiga, e a cobertura com gaze limpa
ou pano que haja passagem de ar para evitar contaminagdes de esporos ou insetos, como

mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Recipiente para fermentacdo de kombucha com prote¢do na sua superficie.

Durante a fermentacéo, o sabor da kombucha muda de agradavelmente doce e frutado
para “avinagrado”, devido a producdo de altos niveis de acidos organicos (JAYABALAN et
al., 2014). O tempo de incubacdo varia de acordo com o sabor final desejado e a temperatura
de fermentacdo. Neffe-Skocinska et al. (2017) testaram trés diferentes temperaturas (20 °C,
25 °C e 28 °C) em 10 dias de fermentacdo, avaliando fatores como pH e acidos organicos, e
definiu como melhor temperatura a de 25 °C nesse periodo de tempo. Loncar et al. (2006)
analisaram a cinética da sacarose na fermentagcdo da kombucha e concluiram que a melhor
faixa de temperatura de fermentacdo é de 22 a 30 °C e a melhor faixa de duracdo da
fermentacdo é de 3,5 a 5 dias. Apds essa fermentacdo, pode-se realizar uma segunda
fermentacgdo de 2 a 3 dias em recipiente fechado para carbonatar (producdo de gas carbonico)
a kombucha, adicionando frutas e/ou ervas como saborizantes. Quanto maior a quantidade de
acucar do insumo adicionado, maior serd seu teor de carbonatacdo. Depois de pronta,
costuma-se guarda-la em ambiente refrigerado, melhorando seu aspecto sensorial e

diminuindo a velocidade de sua fermentagdo com a reducdo da temperatura.
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3.1.4 Composic¢éo quimica da kombucha

A composicdo quimica da kombucha é varidvel tanto quantitativa quanto
qualitativamente, pois depende de diversos fatores, como tempo de fermentacdo, substratos
utilizados no chéa inicial, microrganismos presentes no indculo, entre outros. Porém, alguns
componentes, como 4&cidos organicos, vitaminas, polifendis e aminoacidos, estdo
comprovadamente presentes na maioria (JAYABALAN et al., 2014; MARSH et al., 2014).

Entre os acidos organicos presentes, 0s mais importantes produzidos durante a
fermentagdo sdo glucordnico, glucénico, latico, mélico, citrico, tartarico, félico, malénico,
oxalico, piravico e usnico. O acido latico se mostra mais presente em preparagdes com base
de cha verde se comparado a outros chas, como cha preto. O acido glucordnico € um dos mais
valiosos acidos para a saude presente na kombucha e é o resultado de um processo
microbioldgico de oxidagdo da glicose. Por ser produzido pelo figado no corpo humano, exibe
efeitos desintoxicantes, pois tem a capacidade de se ligar a xenobioticos, incluindo também
fenois presentes no figado, permitindo que essas substancias sejam excretadas pelos rins de
forma mais eficiente. Além de, também, ser precursor na biossintese de vitamina C
(JAYABALAN etal., 2014; NGUYEN et al., 2015).

O substrato utilizado pelos microrganismos é a sacarose. Provou-se que a simbiose de
bactérias e leveduras é responsavel pela hidrolise enzimatica extracelular de sacarose em
glicose e frutose, e transformacdo de glicose e frutose em etanol e CO2 pelas leveduras,
enquanto as bactérias convertem a glicose em &cido gluconico e frutose em &cido acético

como consequéncia das reacfes da cadeia metabdlica (REISS, 1994).

3.1.5 Propriedades

A kombucha tem sido intensivamente consumida durante muito tempo em todo o
mundo por suas propriedades profilaticas e terapéuticas. A maioria das propriedades foi
baseada em observacgdes pessoais e depoimentos, e apenas alguns efeitos foram demonstrados
cientificamente. Os primeiros relatérios sdo provenientes da Russia durante a Primeira Guerra
Mundial, os quais afirmavam que o “remédio caseiro secreto russo”, como era nomeada a
kombucha, auxiliava em dores de cabeca, doencas gastricas e, especialmente, na regulacao
das atividades intestinais muitas vezes desequilibradas pelo estilo de vida no exército.
Entretanto, nos altimos 15 anos, tem havido maior atencéo sobre os possiveis beneficios para

a saude consequentes do consumo de kombucha (VINA et al., 2014).
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Um dos beneficios ja estudados é a sua atividade antioxidante, correlacionada com
aumento da imunidade, alivio de inflamagdes e artrites. Jayabalan et al. (2008) relataram a
potencial habilidade de eliminacao de radicais livres pelo cha de kombucha preparado a partir
de ché verde e cha preto. Segundo os autores, os compostos fendlicos, a atividade de reacédo
com radical DPPH e o radical superoxido foram aumentados ao longo do tempo de
fermentacdo, enquanto o poder de reducdo, a capacidade de eliminacdo de radicais
hidroxilicos e a capacidade de peroxidacdo antilipidica foram reduzidas — os polifenois
(quatro isémeros de epicatequina: epigalocatequinas galato EGCG, epigalocatequinas EGC,
epicatequinas galato ECG e picatequinas CE) foram analisados em HPLC por 18 dias desde
seu in6culo. O motivo do aumento da concentracdo de polifendis no cha em seu 12° dia foi
deduzido pela biotransformacdo de ECGC para EGC e ECG para EC por enzimas excretadas
por microrganismos na cultura presente na kombucha junto com a liberacdo de catequinas
sensiveis ao acido presente. Outra propriedade relacionada a kombucha é a sua capacidade
energizante (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Essa habilidade energética pode ser
explicada pela formacao de ferro e complexo quelante sintetizado com acido gluconico, o que
aumenta o nivel de hemoglobina no sangue, melhora o fornecimento de oxigénio aos tecidos e
estimula a sintese de ATP. A absorcdo do ferro ndo heme (derivado das plantas) tem o seu
efeito aumentado devido aos &cidos organicos e a vitamina C sintetizados pela kombucha
(ADRIANI, 2011).

Uma das atividades mais relatadas por consumidores de kombucha, porém ainda com
pouca informacdo cientifica disponivel, é o fator antiobesidade. De acordo com Danielian
(2005), a bebida tem capacidade de harmonizar e equilibrar o metabolismo em geral e limita a
acumulacdo de gordura. Outro estudo mostrou que houve perda de peso causada pelo
consumo de kombucha quando analisado o efeito hipolipidémico, o qual foi conectado a
interacdo da kombucha com a inibicdo da lipase e, como resultado, uma restricdo na ingestéo
de calorias (YANG et al., 2009).

Alguns pesquisadores identificaram a presenca de algumas bactérias lacticas na
composi¢do da kombucha, fato que promoveu a divulgagéo do seu possivel carater probidtico.
Porém como a composi¢do exata do SCOBY ainda ndo foi identificada ndo se pode afirmar
essa propriedade. Além disso, segundo a Portaria n° 398 da Secretaria da Vigilancia Sanitaria
do Ministério da Saude para atribuir o carater probidtico é necessario que a kombucha
contenha organismos vivos que conferiram beneficios a salde do individuo quando
administrado em quantidades adequadas (10® -10° UFC) e isto ainda ndo foi comprovado.

(KOZYROVSKA et al., 2012). Embora ainda seja considerada um produto novo, os estudos
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relacionados aos beneficios trazidos pela ingestdo da kombucha estdo crescendo, bem como
sua gama de propriedades.

A propriedade antimicrobiana também ja teve sua atividade estudada. Steinkraus et al.
(1996) verificaram que a bebida inibia o crescimento das bactérias patogénicas Helicobacter
pylori (principal causa de gastrite relacionada a Ulceras pépticas e cancro do estdbmago),
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Agrobacterium tumefaciens. Entretanto, seus
resultados ndo mostraram atividade antibiotica além da causada pelo &cido acético, um
produto primario da sua fermentacdo. Battikh et al. (2013) estudaram a atividade
antimicrobiana da kombucha preparada com cha preto e com cha verde, e verificaram que,
apesar de ambas inibirem o crescimento da maior parte dos microrganismos estudados, a de

cha verde apresentou maior potencial antimicrobiano.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacéo do substrato

Neste trabalho, foram testados dois tipos de extrato de plantas como substrato para a
producdo de kombucha: uma com cha verde (Camellia Sinensis) e outra com erva-mate pura
folha (llex paraguariensis St. Hil.), separadamente. Ambas as ervas foram preparadas nas
mesmas condicOes e quantidades de substrato.

A erva foi adicionada em um recipiente com agua fervida na concentracdo de 10g/L
durante 5 minutos de infusdo. Com uma peneira de 1,7mm de abertura, a infusdo foi coada e
adocada com acgUcar cristal (marca Organic) na concentracdo de 90g/L e agitada até sua
dissolugdo. Esperou-se o substrato chegar a temperatura ambiente (em torno de 25 °C) para
inocular 10% do volume total de kombucha ja fermentada ao substrato (indculo). Foram feitos
dois tipos de fermentacdo e controle para ambos os tipos de substratos, descritos no item a

sequir.
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Cha/Erva: 10g/L
Agucar: 50g/L
Agua: 80% do volume total do recipiente

B5-30°C

5 minutos

Peneira 1,7mm abertura

Método laboratorial: Método artesanal: Até chegar em
Resfriamenteo ate 28°C temperatura ambiente
[~25°C)

10% do valume do recipiente
Para versdo artesanal adiciona-se o SCOBY

Cobertura com pano poroso tipo Perfex

Biorreator: 4 dias Artesanal: 7 dias

Figura 2: Fluxograma de preparagdo da kombucha artesanal e laboratorial.

4.2 Método artesanal

O método artesanal foi feito do modo padrdo: em uma jarra de vidro com capacidade
de 1,5 litros, abertura de 9 centimetros de didmetro e coberto com pano poroso tipo Perfex
que possibilita a passagem de ar sem que haja contaminacao por insetos e/ou sujeiras fisicas,
conforme a Figura 3. Os experimentos foram realizados em duplicata, tanto para o substrato
de erva-mate como para o de cha verde, e deixados sem contato com a luminosidade. As
jarras ficaram em temperatura ambiente (~ 25 a 28 °C) e amostras de 4 mL foram retiradas no
momento de sua inoculacdo (tempo zero) e a cada 24 horas até completar 7 dias de
fermentagdo. Medigdes de pH foram feitas em todas amostras. As amostras foram congeladas

a -18°C até o momento da analise.



22

Figura 3: Recipiente utilizado no método artesanal das kombuchas.

4.3 Método laboratorial

O método laboratorial foi feito em biorreator STR de 2L de volume Gtil em duplicata.
Foram testados os substratos de erva-mate e cha verde em cada experimento, como mostrado
na Figura 4. O pH foi monitorado com um eletrodo acoplado ao reator, previamente calibrado,
na unidade de controle do biorreator Biostat-B Plus. B. Braun (Alemanha). O processo foi
conduzido a 28 °C com agita¢do de 50 rpm e aeragdo de 0,42 vvm. Amostras foram retiradas a

cada 24 horas até o final de 7 dias de fermentacéo.
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Figura 4: Biorreator utilizado na producdo de kombucha em escala laboratorial.

4.4 Anélises/Métodos analiticos

4.4.1 Andlise de fenélicos

Os fendlicos totais foram determinados de acordo com o método colorimétrico Folin-
Ciocalteu adaptado de acordo com a amostra (BECATTI et al., 2010). Foram feitas trés
solucBes para a analise: uma de Folin na proporcdo de 10:1 Folin: dgua destilada; uma de
carbonato de sddio com concentracdo de 20%; e uma solucdo de 100 ppm de acido galico
(EAG), utilizada para a curva padrdo. As amostras foram previamente centrifugadas a 3.000
g, por 10 minutos a 4 °C e filtrada em membrana de 45 pm. Em uma cubeta, foi adicionado 25
uL da amostra de kombucha e 1.375 pL da solugdo de Folin preparada. Ap6s 8 minutos de
reagdo sob protegdo da luz, foram adicionados 600 pL de agua destilada e 500 pL da solucéo
de carbonato de sédio 20% e colocados sob abrigo da luz novamente para reagir por 30
minutos. Os teores de fendlicos totais foram expressos em mg de equivalentes de EAG por L
de bebida e sua absorbéncia foi lida em espectrofotdmetro a 750 nm a temperatura ambiente.



24

4.4.2 Andlise de atividade antioxidante

A anélise espectrofotométrica da atividade antioxidante foi determinada de acordo
com método descrito por Fellegrini et al. (1999), usando a descoloracdo dos radicais
catibnicos de ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfonico]). As moléculas
antioxidantes reduzem o radical para ABTS e, assim, diminuem a absorbancia da solu¢do. O
grau de descoloracdo da mistura ABTS°" com a amostra é proporcional a concentracio e ao
tempo e é quantificado usando um antioxidante padrdo, que, neste caso, foi o trolox.

As amostras foram previamente centrifugadas a 3000 g, por 10 minutos a 4 °C
(Centrifuga Sigma 4K15, Alemanha), e filtradas em membrana de 45 pm. O filtrado foi
utilizado para as analises.

O radical ABTS+- foi produzido por meio da reacdo de 5 mL de uma solugéo estoque
de ABTS (7 mM) com 88 pL de persulfato de potassio (140 mM). A mistura permaneceu em
repouso por 16 horas, sob prote¢do da luz, at¢é o0 momento das andlises. O radical ABTS
produzido foi diluido em etanol até absorbancia de 0.700 = 0.020 a 734 nm
(Espectrofotometro Shimadzu CPS-240A, Japdo). Para a curva padrao, utilizou-se solugédo de
trolox previamente preparada com diferentes concentragdes (176 — 5,5 uM/L).

Em uma cubeta foi adicionado 1 mL de ABTS°" e 100 pL de amostra, previamente
diluida em 100x, e deixado reagir, sob abrigo de luz, por 6 minutos. A absorbancia das
amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 734 nm. A capacidade de atividade

antioxidante foi expressa mMY/L de equivalente de trolox.

4.4.3 Anélise de pH

As analises de pH para o método artesanal foram feitas logo apds a retirada da amostra
em pHmetro de Bancada Kasvi modelo K39-2014B. No método laboratorial, o biorreator
monitorou o pH durante toda a fermentacdo da kombucha, sendo registrado o valor de seu pH

no momento da retirada de cada amostra.
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4.4.4 Andlise cromatogréafica

4.4.4.1 Andlise do contetido de compostos organicos

As concentracfes de &cido acético, acido latico, glicerol e etanol foram monitoradas
em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu Corp., Japao) equipado com um
detector de indice refrativo RID-10? e uma coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, Bio-
Rad, Estados Unidos). As analises foram feitas utilizando-se fase movel de &cido sulfurico
0,005 mol/L, com uma vazdo de 0,6 mL/min, a 45 °C. O volume de dosagem da amostra foi
de 20 puL. As amostras coletadas nos biorreatores e nos recipientes da metodologia artesanal
para essas analises foram primeiramente centrifugadas a 3000 g, durante 15 minutos, a 4 °C;
e, apos, foram filtradas com membranas de acetato de celulose com poros de 0,22 um
(Sartorius, Alemanha). Os reagentes utilizados para desenvolver as curvas padrdo no HPLC
tinham pureza acima de 99,5%. As curvas foram feitas com as seguintes concentracGes em
g/L: 0,2; 0,8; 1,5; 2,5; 3,5; e 5,0. As solucdes dos padrdes foram filtradas com membranas de
acetato de celulose com poros de 0,45 um (Sartorius, Alemanha). O volume de dosagem de

cada concentracéo foi de 20 pL.

4.4.4.2 Anélise do contetdo de agUcares

As concentracfes de sacarose, glicose e frutose foram monitoradas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (HPLC, Shimadzu Corp., Japdo) equipado com um detector de
indice refrativo RID-10% e uma coluna Aminex HPX-87C (300 x 7,8 mm, Bio-Rad, Estados
Unidos). As anélises foram feitas utilizando-se fase mdvel de acido sulfarico 0,005 mol/L,
com uma vazéo de 0,6 mL/min, a 85 °C. O volume de dosagem da amostra foi de 20 uL. As
amostras coletadas nos biorreatores e nos recipientes da metodologia artesanal para essas
analises foram primeiramente centrifugadas a 3000 g, durante 15 minutos, a 4 °C; e, apos,
foram filtradas com membranas de acetato de celulose com poros de 0,22 um (Sartorius,
Alemanha). Os reagentes utilizados para desenvolver as curvas padrdo no HPLC tinham
pureza acima de 99,5%. As curvas foram feitas com as seguintes concentragdes em g/L: 0,5;
1,0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0. As solucdes foram filtradas com membranas de acetato de celulose
com poros de 0,45 um (Sartorius, Alemanha). O volume de dosagem de cada concentragio foi
de 20 pL.
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4.4.5 Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada no Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos
(ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As amostras de kombucha
de extrato de erva-mate pelo método artesanal e pelo método laboratorial foram oferecidas na
mesma sessdo. Amostras de 30 mL de cada kombucha foram oferecidas a 35 provadores e a
eles foi solicitado avaliar a aceitacdo dos atributos de: aparéncia, cor, odor, sabor, sabor
residual e aceitacdo global utilizando uma escala 9 pontos (1 — Desgostei muitissimo e 9 —
Gostei muitissimo). Para cada provador foi entregue a ficha de analise sensorial (Figura 5), as

amostras codificadas e um copo de 4gua para tomar entre elas, como disposto na Figura 6.

ANALISE SENSORIAL DE KOMBUCHA

PROCEDIMENTOS

Vocé esta recebendo duas amostras de kombucha codificados.
Avalie as caracteristicas de aparéncia, cor, odor, sabor, sabor residual e
aceitacao global das amostras e atribua notas para aceitacéo de cada
atributo, segundo tabela abaixo:

Aceitacao
- desgostei muitissimo
- desgostei muito
- desgostei moderadamente
- desgostei levemente
- nem gostei nem desgostei
- gostei levemente
- gostei moderadamente
- gostei muito
- gostei muitissimo

W0~ O] b | L[N =

Anotar para cada caracteristica e cada amostra o resultado na
tabela abaixo. Proceder, avaliando primeiro a aparéncia, cor e odor.
Através de degustacdo, avaliar textura, sabor, sabor residual e
aceitacao global.

AMOSTRA 896 AMOSTRA 748

Aparéncia

Cor

Odor

Sabor

Sabor residual
Aceitagao
global

Comentarios

Vocé compraria este produto? ( )sim ( )nao Qual?

Figura 5: Ficha da analise sensorial de kombucha.



Figura 6: Disposicao das amostras de kombucha de erva-mate e ficha da analise sensorial.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos & analise de componentes
principais, que permite uma analise global dos resultados e sugere quais atributos ou
descritores mais caracterizam as amostras, evidenciando também as relacdes existentes entre
elas (Figura 7).

1,0 P Acm’a’cehcuttd
/ . acido acético 7d 4
3 .
Glicerd 4 Ch bio
# 05 2 i
4 §_ CV bio
& B
o ]
5 CM_art
Z By L]
2 00 g
E E y C\Eart
o o
B 5
g g2
£ E
=]
o 0.5 o 3 CV gom
4
etanol 4 d c
1,0
r
-1,0 4,5 0,0 0,5 1,0 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 [
Componente Principal 1 : 45 56% Componente Principal 1: 45,56%

Figura 7: Andlise de componentes principais das kombuchas: erva-mate artesanal (CM art), erva-mate
laboratorial (CM bio), cha verde artesanal (CV art), cha verde laboratorial (CV bio) e cha verde
comercial (CV com) e em plano fatorial “B”.

A partir da Figura 7, percebe-se que o maior teor de sacarose durante (4 dias) e ao
final (7 dias) da fermentacdo ocorre na kombucha de erva-mate, tanto na escala artesanal
guanto na laboratorial, e, consequentemente, os menores teores de acido acético, glicose e
frutose estdo presentes nessas kombuchas, pois a velocidade de sua fermentagéo foi inferior
ao do substrato de chd verde, ndo hidrolisando maior quantidade de sacarose para
transformacéo dos produtos resultantes.

Também se pode observar que os teores mais elevados de acido acético, juntamente
com os menores valores de pH e etanol, foram reproduzidos na kombucha de cha verde do
biorreator. A diminuicéo do pH esta ligada ao aumento da producdo de acido acético e, nesse
caso especifico, o teor alcodlico da kombucha foi drasticamente reduzido pela interferéncia da
microaeragdo no biorreator, em que as leveduras anaerobias ndo converteram o agucar
efetivamente em etanol e o teor remanescente do indculo e foi convertido em acido acético

pelas bactérias.
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O ch& verde comercial apresentou os maiores valores de pH e de etanol, e menor
quantidade de acido acético ao final de sua fermentacdo. O ché verde artesanal, por sua vez,
apresentou o menor nivel de sacarose, mostrando que ela foi mais efetivamente hidrolisada, e

0s maiores niveis de seus subprodutos: glicose, frutose e acido acético.

5.1 Andlise de compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo chamados de antioxidantes de alto nivel devido & sua
capacidade para eliminar as espécies de radicais livres e ativos de oxigénio, como oxigénio
singlete, radicais livres superoxido e radicais hidroxila (JAYABALAN et al.,, 2008). A
quantificacdo dos fendlicos totais foi realizada ao final dos 7 dias de fermentacdo de todas as
kombuchas e seus resultados foram expressos em mg/mL de equivalentes de EAG, como

apresentado na Figura 8.
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Figura 8: Quantidades de fenolicos totais presentes nas kombuchas ap6s 7 dias de fermentacéo.

Os resultados para as kombuchas de erva-mate foram de 605,9 mg/L na versao
artesanal e de 785,2 mg/L de fendlicos totais na versdo laboratorial. Segundo o estudo de
Bassani, Nunes e Granato (2014), o contetdo de fenodlicos totais nas folhas de erva-mate
variou de 349,9 a 428,31 mg de EAG equivalente por litro de cha.

Kallel et al. (2012) analisaram os fendlicos totais expressos em g/L de EAG de
kombucha de ch& verde ao longo de sua fermentacdo e obtiveram como resultado no primeiro
dia 0,78 g/L e, ao final de 15 dias, a concentracdo de 1,08 g/L de fendlicos totais.
Similarmente, Jayabalan et al. (2008) relataram valores de 0,85 g/L de concentracéo inicial e
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de 1,25 g/L de fendlicos totais ap6s 18 dias de fermentagdo, demonstrando que as
concentragdes de fendlicos aumentaram ao longo da fermentagdo da kombucha.

Segundo Zhu et al. (1997), a estabilidade das catequinas, um dos compostos presentes
no cha verde, depende do pH, e sdo muito instveis em solucdo alcalina, mas estaveis em
solucdes acidas.

Quando comparadas as versdes artesanais e laboratoriais, em ambas as kombuchas a
versdo laboratorial apresentou maior teor de compostos fenolicos. A condicao de aeracéo e de
menor pH provavelmente facilitou a extracdo de compostos bioativos dos substratos no

biorreator.

5.2 Analise de atividade antioxidante

O poder de reducdo de uma bebida descreve sua capacidade de doar elétrons para

outro composto e assim refletir sua potencial atividade antioxidante (FERREIRA et al., 2007).

Tabela 1: Atividade antioxidante quantificada em percentual de inibi¢éo e equivalente em trolox nas
respectivas kombuchas.

Kombuchas % Inibicéo Equivalente trolox (mMol/L)
Cha verde artesanal 41,0 9,02
Erva-mate artesanal 13,4 2,99
Cha verde laboratorial 41,0 9,05
Erva-mate laboratorial 20,0 4,38
Comercial cha verde 37,0 8,19
Comercial saborizado 56,0 12,4

As atividades antioxidantes nas kombuchas foram quantificadas em percentuais de
inibicdo e em equivalentes de trolox (mMol/L), conforme a Tabela 1. Seus resultados
variaram de 13,4% de inibi¢do e 2,99 mMol/L na kombucha de erva-mate artesanal até 41% e
9,05 mMol/L na kombucha de cha verde laboratorial apos 7 dias de fermentagdo. Foram
guantificadas também duas kombuchas comerciais de cha verde antes e depois de sua
saborizagdo, a fim de comparagOes entre as kombuchas produzidas. Os valores foram
semelhantes entre as kombuchas de cha verde em suas diferentes metodologias, e também em

sua versdao comercial, com um acréscimo na atividade antioxidante da kombucha saborizada



31

em funcdo dos compostos presentes em seus saborizantes, mostrando que esse potencial
antioxidante se mantém na fermentagdo da kombucha e pode vir a ser potencializada.

Srihari e Satyanarayana (2012) avaliaram a atividade antioxidante da kombucha ao
longo de sua fermentacdo pela metodologia do ABTS e obtiveram valores de percentual de
inibicdo de 43,4% no primeiro dia e de 70,1% ao final de 18 dias de fermentag&o, mostrando
um aumento da atividade oxidante no processo de fermentagé&o.

Quando foi analisada a correlacdo entre compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante medido por ABTS, observou-se uma correlacdo positiva significativa (R2=0,95),
0 que indica que a atividade antioxidante da bebida esta diretamente correlacionada ao teor de

compostos fendlicos.

5.3 Analise de pH

Cinética do pH durante a fermentagdo

Tempo (dias)

—e—Cha verde artesanal Erva mate artesanal

Cha verde laboratorial Erva mate laboratorial

Figura 9: Cinética do pH durante o processo de fermentacdo da kombucha.

As andlises artesanais de cha verde e erva-mate foram feitas em duplicatas durante a
mesma semana e utilizando o mesmo inoculo, néo apresentando diferencgas significativas em
seus resultados (Figura 9). A kombucha de erva-mate artesanal iniciou a fermentagcdo com pH
de 4,37 e, ap6s os 7 dias de fermentagdo, foi detectado pH de 3,10. J& a kombucha de cha
verde teve o valor inicial de pH de 4,10 e de 2,81 ap06s os 7 dias de fermentacdo. Kallel et al.
(2012) analisaram o comportamento do pH durante a fermentagdo de kombuchas utilizando
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ch& verde e cha preto em sua composicdo. Os autores verificaram que ndo houve variagdo
significativa no valor do pH entre os dois substratos: as kombuchas iniciaram com pH de 3,8
logo apds a inoculacéo e, apos 15 dias, seus pHs estavam a 2,6 e 2,7 para cha verde e cha
preto, respectivamente. Apos 7 dias de fermentacdo o pH estava em 2,9, semelhante ao valor
encontrado em nosso experimento.

As kombuchas laboratoriais foram feitas em duplicata no biorreator, testando-se, a
cada vez, uma kombucha de cada substrato. Assim, seus indculos utilizados ndo foram os
mesmos, pois foi utilizado como indculo a kombucha artesanal ja pronta da fermentacéo
seguinte. A kombucha de cha verde fermentada no biorreator teve sua replicata sem diferenca
significativa entre os valores monitorados de pH, iniciando com 3,77 e terminando sua
fermentacdo de 7 dias em 2,82, valor semelhante ao processo artesanal. Ja a kombucha de
erva-mate laboratorial teve diferenca significativa de valores de pH em sua replicata. Uma das
possiveis explicacdes € devido ao indculo da segunda batelada ter um valor inicial de pH
menor e estar com 0s microrganismos mais adaptados a erva-mate, causando um decréscimo
mais rapido do pH durante a fermentacdo. O valor médio inicial do pH da kombucha de erva-
mate laboratorial foi de 3,91 e seu valor final ap6s os 7 dias foi de 2,64.

A medic¢do do pH é o fator que controla o curso correto de fermentacao e € usado para
determinar o fim do processo (MALBASA; LONCAR; DJURIC, 2008). Devido a diferenca
de pH na kombucha de erva-mate da versdo artesanal e laboratorial, foi decidido que, para a
analise sensorial, o fim da fermentacdo laboratorial se daria no 4° dia em que o pH estivesse a
2,95, pois, de acordo com Chu e Chen (2006), o baixo pH pode contribuir para a diminuicao
da qualidade sensorial geral da bebida para um nivel inaceitdvel em decorréncia da producéo
de acidos organicos, principalmente do &cido acético. Neffe-Skocinska et al. (2017) testaram a
fermentacao de kombucha de cha verde com cha preto em 20 °C, 25 °C e 30 °C e obtiveram 0s
seguintes valores de pH apds 7 dias de fermentacdo: 2,88, 2,79 e 2,71, respectivamente. Esses

valores sdo proximos dos encontrados nas kombuchas desenvolvidas no respectivo trabalho.

5.4 Analises cromatograéficas

5.4.1 Analise do contetido de compostos organicos

Enquanto as leveduras convertem o aglcar em &lcool e dioxido de carbono, as
bactérias acéticas se concentram no SCOBY da cultura inicial da kombucha e sédo

responsaveis pela criagdo de novas camadas de celulose, além de metabolizarem o &lcool
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produzido pelas leveduras em &cidos organicos (CHAKRAVORTY et al., 2016; DUFRESNE;
FARNWORTH, 2000). Os compostos organicos formados estéo representados na Figura 10.
O acido latico foi detectado apenas no 6° e 7° dias de fermentacdo do cha verde
artesanal. Porém, as amostras foram diluidas em 10x para leitura no HPLC e, com essa
diluigdo, a concentragdo de &cido latico foi inferior a 0,2 g/L, estando fora da concentragdo

minima da curva padréo e impossibilitando sua quantificagdo exata.
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Figura 10: Cinética do consumo de sacarose (M) e seus subprodutos formados: cido acético ( k),
etanol (“.") e glicerol (®).

O acido acético foi quantificado durante a fermentacdo de todas as kombuchas,
chegando a um valor final de 2,72 g/L na de erva-mate artesanal até 5,47 g/L na de cha verde
laboratorial. A verséo laboratorial da kombucha de erva-mate produziu, ao final dos 7 dias de

fermentagdo, 4,12 g/L de &cido acético, 51,5% a mais quando comparado a sua versao
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artesanal. J& para o ch& verde artesanal, a concentracéo final foi de 4,23 g/L de &cido acético,
30% a menos do que em sua versdo laboratorial, mas também com diferenca significativa
entre as metodologias. Uma das possiveis explicacbes para essa discrepancia nas
metodologias é que as bactérias acéticas, nas condicdes estabelecidas, converteram o etanol
do meio em &cido acético em maior velocidade, visto que juntamente com a maior
quantificacdo de &cido acético na versdo laboratorial esta também a menor quantidade e até
mesmo o consumo total do etanol.

Jayabalan et al. (2008) analisaram o conteldo de &cido acético na fermentacdo de
kombucha de ché verde e obtiveram o valor de acido acético de 1,64 g/L no 6° dia e de 3 g/L
no 9° dia de fermentacdo. J& Kallel et al. (2012) obtiveram um aumento quase linear da
concentracdo de acido acético ao longo das fermentacBes propostas, resultando em uma
concentracdo de &cido acético de 9,5 g/L na kombucha de cha verde e de 6,2 g/L na
kombucha de ché preto ao final de 15 dias. Na kombucha de ch& verde, a concentragdo foi de
3,15 g/L no 7° dia. Para Neffe-Skocinska et al. (2017), a concentracdo de &cido acético ao
final de 7 dias foi de 1,26 g/L. O nivel de &cido acético varia entre as kombuchas dependendo
do conteudo e das atividades das bactérias acido acéticas residentes (KALLEL et al., 2012).

O etanol é um dos subprodutos das bactérias e leveduras na conversdo da sacarose.
Verificou-se que o etanol e o acido acético produzidos pelas leveduras podem prevenir a
competicdo com outros microorganismos patogénicos, proporcionando assim uma protecao
contra a contaminacdo da kombucha.(LIU et al., 1996). A concentracdo de etanol aumenta ao
longo da fermentacdo, como comprovado nas kombuchas artesanais, que obtiveram
concentracfes finais de 4,74 g/L no cha verde e de 2,48 g¢g/L na de erva-mate. As
concentracOes de etanol nas kombuchas analisadas foram de 1,1 g/L até 7,8 g/L, as quais
estdo de acordo com estudos ja publicados até 0 momento com fermentacdes em condicdes
semelhantes. Em geral, além da microbiota de cada kombucha, o que define 0 maior teor de
etanol na bebida final € seu maior tempo de fermentacdo e maior quantidade de sacarose
inicial (BLANC, 1996; CHEN; LIU, 2000; LONCAR et al., 2006; NEFFE-SKOCINSKA et
al, 2017).

As kombuchas laboratoriais foram submetidas a uma microaeragdo por estarem
fechadas em um biorreator e possuirem bactérias aerobias. No entanto, o processo inibiu as
leveduras anaerdbias de converterem a sacarose em etanol, fazendo com que o etanol presente
inicialmente pela adicdo do indculo fosse consumido por completo pelas bactérias acéticas e

estagnado ja nos primeiros dias de fermentacdo dependendo de sua concentragdo inicial.
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Em relacdo ao glicerol, sabe-se que durante uma fermentacdo alcoolica tipica, pelo
menos cerca de 5% dos agucares presentes no meio sdo desviados para a producéo de glicerol,
que é, quantitativamente, o produto mais importante ap6s o etanol e o dioxido de carbono.
Além disso, em situacOes de estresse osmotico, provocado, por exemplo, por elevadas
concentragcOes de acgucares, o glicerol é o principal soluto compativel produzido pela célula
como forma de contrabalancar a pressdo osmotica externa (BLOMBERG; ADLE, 1992;
SCANES; HOHMANN; PRIOR, 1998). Ainda ndo h& muitos estudos quantificando e
discutindo a presenca e a atividade do glicerol na kombucha, diferente do seu papel no vinho,
em que ja é comprovada sua contribuicdo nas propriedades aromaticas e de viscosidade,
tornando-o mais denso e encorpado (REMIZE et al., 1999). Na metodologia laboratorial, o
glicerol se manteve estavel em ambos os substratos ao longo da fermentacéo, entre 1,85 g/L e
1,95 g/L, e ndo foi detectado no dia 6 e 7 para a kombucha de erva-mate. Porém, nas
kombuchas artesanais sua concentragdo variou de 1,85 g/L para 2,39 g/L, na kombucha de cha
verde, e de 1,81 g/L até 2,1 g/L na kombucha de erva-mate. Houve um pequeno aumento na
concentracdo de glicerol para a metodologia artesanal das kombuchas ao longo da

fermentacao.

5.4.2 Anélise do conteudo de agUcares

A Figura 11 ilustra o consumo da sacarose e 0s produtos formados a partir dessa
reacdo em todas as kombuchas, variando sua velocidade e quantidade. Durante o processo de
fermentacdo da kombucha, os dissacarideos sofrem decomposicdo em monossacarideos sob
influéncia de enzimas e &cidos, isto é, agcUcares simples. As moléculas de sacarose se ligam ao
sitio ativo da enzima em que sdo transformados em glicose e frutose, que continuam a se
converter em outros produtos por meio de uma série de reacGes consecutivas e paralelas.
Portanto, a mistura de reacdo altera sua composi¢do (qualitativa e quantitativamente) durante
a fermentagdo. Essa hidrolise inicial da sacarose é atribuida a acdo das leveduras. Com a
progressao da fermentacgdo, as leveduras utilizam o agucar de modo anaerdbio para produzir
etanol, enquanto as bactérias acéticas utilizam o aclcar e o etanol para produzir acido
glucénico e acido acético, respectivamente (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000;
JAYABALAN et al., 2010; LONCAR et al, 2014).
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Figura 11: Cinética do consumo de sacarose (M) e da glicose (*-*) e frutose (";“) formados nas

kombuchas preparadas.

As kombuchas de erva-mate foram as que tiveram o menor consumo de sacarose ao

longo da fermentacdo, possivelmente pela microbiota presente no indculo ainda nao estar

devidamente adaptada ao novo substrato. Elas obtiveram o mesmo comportamento no

consumo de sacarose e producdo de &cidos e monossacarideos, porém, em uma velocidade

menor do que quando comparadas ao substrato de cha verde. Os valores finais de sacarose das

kombuchas de erva-mate artesanal e laboratorial foram, respectivamente, 73,54 g/L e 78,94

g/L. Seus subprodutos formados, glicose e frutose, tiveram os valores finais de 6 g/L e 6,58

g/L para a kombucha artesanal, e de 6,25 g/L e 5,29 g/L para a versdo laboratorial. A

diminuicdo da hidrdlise da sacarose na versdo laboratorial ocorreu porque ela ndo foi

convertida em etanol em fungdo da inibicdo de algumas leveduras devido & microaeragdo
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proposta, acumulando, assim, maior quantidade de sacarose de ambas as kombuchas
laboratoriais.

Os quatro tipos de kombuchas e metodologias testadas mostraram que entre os dias 2 e
3 da fermentacdo houve a maior velocidade de hidrélise da sacarose. Por serem 0s substratos
tradicionais e sua microbiota j& estar adaptada, as kombuchas de cha verde foram as que
consumiram mais conteldo de sacarose durante a fermentacdo, tanto na versdo artesanal
quanto na laboratorial. A concentracdo de sacarose ao final dos 7 dias de fermentacao foi de
36,25 g/L na kombucha de cha verde artesanal e de 63,8 g/L na versdo laboratorial. E a
formacdo de glicose e frutose foi de, respectivamente, 21,73 g/L e 16,32 g/L na versdo
artesanal e de 14,73 g/L e 10,35 g/L na verséo laboratorial. A diferenca entre as metodologias
deve-se ao fato de a versdo artesanal, mesmo que utilizada em recipiente aberto coberto com
pano poroso, formar o SCOBY em sua superficie, 0 que torna um meio préximo ao anaerobio
abaixo dele e suas leveduras conseguem consumir a sacarose presente para a formagéo de
etanol.

Analisando os subprodutos da hidrdlise da sacarose, pode-se notar que o conteudo de
glicose € superior ao de frutose durante e ao final da fermentacédo de todas as kombuchas, com
excecdo da artesanal de erva-mate — que apresentou valores semelhantes entre os dois —, 0 que
sugere que a frutose é preferida como fonte de carbono pelas células de levedura. Essa
afirmacdo é comprovadas por outros estudos, como o de Loncar et al. (2014), que analisaram
a cinética da fermentacdo da sacarose e obtiveram em todas as condi¢cdes um valor de glicose
superior ao de frutose na fermentacdo de kombucha.

O mecanismo das mudancas bioquimicas durante a fermentacdo do cha agucarado com
0 sistema simbiotico das leveduras e bactérias é complexo. A ordem e uma imagem detalhada
dessas mudancas ndo sdo totalmente compreendidas, embora uma série de estudos sobre a

composicao quimica da kombucha ja tenham sido realizados (KALLEL et al., 2012).

5.5 Analise sensorial

A andlise sensorial foi feita comparando-se atributos de aceitacdo das kombuchas de
erva-mate, com uma amostra na versao artesanal e outra na verséo laboratorial. A aceitacdo de
atributos traduz o grau de gostar ou ndo dos diferentes atributos sensoriais. A kombucha ainda
é pouco reconhecida no Brasil, por isso, a minoria dos provadores ja tinha ouvido falar e/ou

havia degustado anteriormente. Sendo assim ndo houve uma pré-selecdo dos provadores que
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ja tivessem contato ou consumisse a kombucha tradicional, o que pode ter tido grande
influéncia da aceitagé@o no geral.

Analisando a Figura 12, percebe-se que o atributo odor obteve a menor aceitacdo em
ambas as amostras, com o percentual de 57,8% para a kombucha artesanal e 51,4% para a
laboratorial. O odor foi o Unico atributo com diferenca significativa entre as amostras, com
alguns comentarios de que, principalmente a amostra laboratorial, remetia ao odor de vinagre
(devido ao acido acético produzido). O aroma remetente ao vinagre ja é atrelado a kombucha
(JAYABALAN, 2010) e vai se intensificando ao longo da fermentacao. Por isso, mesmo que
ao longo de sua fermentacdo a bebida consuma mais sacarose e produza mais acidos
organicos benéficos, o que define o tempo final de sua fermentacdo é a analise sensorial
referente aos acidos formados. Conforme é apresentado na Tabela 2, aparéncia e cor tiveram
boa aceitacdo, com indices de 75,2 e 76,2% para a Kombucha artesanal, e 76,5 e 77,1% para a
laboratorial, respectivamente. As amostras ndo passaram por uma segunda fermentagéo, na
qual, em geral, é feita a saborizacdo e ha intensificacdo de gas carbdnico, o que aumenta sua
aceitacdo, sendo um dos provaveis motivos de ndo ter havido melhor aceitacdo na maioria dos

atributos.

Analise Sensorial kombucha Erva-Mate

=o—Kombucha Laboratorial == Kombucha Artesanal
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Aceitacédo Global

Sabor Residual
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Figura 12: Valores médios dos atributos da anélise sensorial de aceitacdo global de uma kombucha de
erva-mate artesanal e outra laboratorial.

Véazquez-Cabral et al. (2014) analisaram a aceitagdo global de uma kombucha obtida

de folhas de carvalho, utilizando a mesma escala heddnica (1 — Desgostei muitissimo e 9 —
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Gostei muitissimo), e obtiveram resultados semelhantes aos da kombucha de erva-mate. Para
concentracdo de 70 g/L de acucar e 7 dias de fermentacéo, foi obtida a aceitacdo em torno de
50%, enquanto para 0 mesmo periodo de fermentacdo, mas com concentracdo de 100 g/L de
acucar, houve aceitacdo de 75%. Na kombucha de erva mate produzida neste estudo a
concentracdo de acucar foi de 90g/L e teve uma aceitacdo global de 68,3% para o método
artesanal e de 63,2% para 0 método laboratorial. Apesar da aceitagdo global das kombuchas
preparadas ndo atingirem o0 minimo necessario (70%) para serem indicadas para
comercializacdo, pode-se concluir que a aceitacdo foi promissora ja que a quantidade de
provadores (35) foi menor que a recomendada para testes sensoriais (50 provadores) e a
maioria dos provadores ndo tinham conhecimento prévio da bebida.

Apesar de ja terem sido realizados alguns estudos acerca da kombucha, sua microbiota
e seu funcionamento ainda ndo estdo bem definidos e padronizados, sendo necessario
compreender melhor como os microrganismos interagem entre si, qual sua proporcao e papel

para melhor caracterizar o perfil dessa bebida.

Tabela 2: Notas e indices de aceitacdo referentes aos atributos avaliados na analise sensorial das
kombuchas de erva-mate.

Kombucha Indice de Kombucha Indice de

artesanal aceitacdo (%) laboratorial aceitacdo (%)
Aparéncia 6,77 £1,44 75,24 6,89+1,51 76,51
Cor 6,86+1,52 76,19 6,94+1,58 77,14
Odor 5,20+1,51 57,78 4,63+1,64 51,43
Sabor 5,89+2,01 65,40 5,71+1,99 63,49
Sabor residual 5,94+2,06 66,03 5,54+1,92 61,59

Aceitacdo global 6,14+1,83 68,25 5,69+1,85 63,17
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A kombucha, apesar de ainda ndo ser muito reconhecida, vem ganhando espaco no
mercado brasileiro e se adequa aos interesses referentes a saudabilidade que estdo em alta. Os
compostos bioativos e as atividades antioxidantes das kombuchas produzidas neste estudo
apresentaram resultados satisfatorios, visto que suas concentragcdes estavam de acordo com a
literatura para ambas as infusoes.

A escala laboratorial com controle de parametros é uma das alternativas para uma
possivel padronizacdo da bebida, por conter microrganismos aerébios e anaerdbios
simultaneamente. Os parametros utilizados na metodologia laboratorial do trabalho ndo
aproveitaram devidamente a parte anaerobia da microbiota devido a microaeracdo utilizada,
porém, demonstrou o comportamento diferente nessas condi¢fes, o que abre portas para um
estudo otimizando tais parametros para chegar a uma kombucha desejada e, posteriormente,
padronizada. Durante a fermentacdo, a kombucha de erva-mate apresentou 0 mesmo
comportamento que a kombucha padrdo de cha verde, entretanto, com uma velocidade
inferior de conversdo da sacarose em seus subprodutos. A microbiota ainda ndo estava
totalmente adaptada ao novo substrato e pode ser um dos fatores da diferenga significativa.
Apesar de seu indice de aceitacdo na analise sensorial ter ficado em 68,3%, ele pode ser
melhorado a partir da segunda fermentacdo em recipiente fechado para maior carbonatacéo
aliada a saborizacdo, do mesmo modo que sao feitas as kombuchas comerciais, 0 que nao foi
realizado para este trabalho.

O presente trabalho despertou interesse para futuros estudos para uma
padronizacdo em maior escala da kombucha. Devido ao pouco tempo de desenvolvimento do
trabalho, apenas uma combinacao de parametros na escala laboratorial foi testada, porém
mesmo resultando em uma aceitacao sensorial levemente inferior ao minimo para indicacao a
comercializacdo, observa-se que teve a mesma aceitacdo da kombucha obtida pelo processo
classico artesanal. A kombucha desenvolvida em escala laboratorial foi superior em algumas
andlises e abre possibilidades de novos estudos que aperfeicoem os parametros para uma

producdo padronizada e em escala industrial.
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Algumas perspectivas que podem ser estudadas para melhor compreender o
funcionamento geral da kombucha e uma possivel padronizacéo sao:

- testar outras concentracdes de erva-mate e sacarose, aléem de esperar outras bateladas
de fermentacgdo para verificar se a microbiota do SCOBY se adaptara a erva-mate, bem como
aumentar a velocidade de conversdo da sacarose em seus subprodutos;

- analisar a microbiota do SCOBY, podendo, futuramente, inibir ou adicionar
microrganismos desejados na fermentacdo da kombucha;

- analisar os compostos bioativos e antioxidantes especificos presentes inicialmente e
ao longo da fermentacdo da kombucha;

- testar diferentes valores de pardmetros utilizados para temperatura, tempo de

fermentacao e microaeracao.
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