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RESUMO

Kombucha é uma bebida fermentada de origem asiatica que possui sabor
adocicado, ligeiramente acido e levemente gaseificado, proporcionando maior
aceitacdo entre os consumidores. E resultante da fermentagéo do cha preto ou cha
verde agucarado ao qual é adicionado um biofiime composto pela associagao
simbidtica de bactérias acéticas e leveduras, denominado SCOBY, capaz de
sintetizar diversas reagdes durante o processo de fermentagdo. O presente trabalho
teve como objetivo realizar o processo fermentativo para a produ¢do de Kombucha
utilizando o cha de erva-mate como substrato e monitorar o processo fermentativo
pela analise de pH, acidez total titulavel, concentragdo de solidos soluveis,
concentracédo de soélidos além de saborizar a bebida e caracteriza-la em relagéo aos
parametros citados. As analises de acidez titulavel da bebida nao saborizada
apresentaram resultado de 2,8 encontrando-se abaixo do recomendado pela
legislagcéo, porém apds a saborizagao a bebida atingiu um valor de 7,29% atingindo
os valores estabelecidos pela legislagdo. Este trabalho enfatiza a importancia de
realizar o monitoramento do processo fermentativo visando caracterizar a Kombucha
em relagdo aos seus parametros fisico-quimicos de forma a serem estabelecidos
padrées de produgao para a obtengdo de um produto final com as caracteristicas

sensoriais desejaveis.

Palavras-chave: Kombucha. Erva mate. SCOBY



ABSTRACT

Kombucha is a fermented drink of Asian origin that has a sweet, slightly acid and
slightly aerated flavor, providing greater acceptance among consumers. It is the
result of the fermentation of black tea or sugary green tea to which is added a biofilm
composed by the symbiotic association of acetic bacteria and yeasts, called SCOBY,
capable of synthesizing several reactions during the fermentation process. The
objective of the present work was to carry out the fermentation process for the
production of Kombucha using yerba mate tea as a substrate and to monitor the
fermentation process by pH analysis, titratable total acidity, soluble solids
concentration, solids concentration and flavoring beverage and characterizes it in
relation to the mentioned parameters. The titratable acidity analyses of the unstasted
beverage had a result of 2,8, which is below the recommended by the legislation,
however, after tasting the beverage reached a value of 7,29% reaching the values
established by the legislation. This work emphasizes the importance of performing
the fermentation process monitoring to characterize kombucha in relation to its
parameters physicochemical products in order to establish production patterns for

obtaining a final product with desirable sensory characteristics.

Key words: Kombucha. Matt herb. SCOBY
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos a procura por uma alimentagdo saudavel vem ganhando
cada vez mais espaco, fazendo com que o consumidor priorize ndao apenas o
aspecto sensorial de um produto, mas também os beneficios e funcionalidades que
este pode acrescentar em sua rotina.

E possivel notar uma crescente demanda por alimentos ditos como
funcionais, ou seja, aqueles que segundo a ANVISA, quando consumidos como
parte de uma dieta usual, produzem efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a
saude, sendo considerados seguros para consumo sem supervisdo medica.
Segundo Ferreira (2014) entre os alimentos funcionais destacam-se os probioticos,
que tem como funcdo principal manter a integridade intestinal dos individuos,
podendo ser usados, por exemplo, nos casos em que se deseja restabelecer a
microbiota em casos de disbiose intestinal.

Dentro desse seguimento de alimentos funcionais, um que vem ganhando
cada vez mais espaco e se popularizando por estar dentro das tendéncias atuais de
mercado € a Kombucha.

Kombucha € uma bebida fermentada de origem asiatica que possui sabor
adocicado, ligeiramente acido e levemente gaseificado, proporcionando maior
aceitacdo entre os consumidores. E resultante da fermentacdo do cha preto ou cha
verde acgucarado ao qual € adicionado um biofilme composto pela associagao
simbidtica de bactérias (prioritariamente produtoras de acido acético) e leveduras,
denominado de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), capazes de
realizar diversas reagdes bioquimicas durante o periodo de fermentacdo, dentre
elas: producdo de acidos organicos, etanol, vitaminas hidrossoluveis e uma
diversidade de micronutrientes (JAYABALAN, 2016; SANTOS, 2018).

O cha preto ou cha verde sao os substratos preferidos para a fermentacao de
Kombucha. Ambos sao produzidos a partir da folha da Camellia sinensis e
apresentam teor elevado de cafeina, sendo esta utilizada como substrato pelos
microrganismos. Além disso, pesquisas realizadas afirmam que o consumo regular
desses chas acarreta beneficios a saude humana, os quais estao relacionados com
a presenca de compostos fendlicos, caracteristicos do desenvolvimento de plantas e

que quando presentes frequentemente na dieta, podem reduzir os riscos de doencgas
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cardiovasculares (RODRIGUEZ, 2018; PALUDO, 2017). Outros substratos
alternativos podem ser utilizados para a produ¢do de Kombucha em substituicdo ao
cha preto ou verde, e dentre as op¢des o substrato escolhido para ser usado neste

trabalho foi a erva-mate.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o processo fermentativo para a produgdo da bebida Kombucha

utilizando o cha de erva-mate como substrato.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver de forma artesanal a bebida Kombucha a base de cha de erva-mate;
e Monitorar o processo fermentativo pela analise de pH, acidez total titulavel,
concentracdo de sélidos soluveis e concentragao total de sdlidos antes e apos

saborizagao.
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3 JUSTIFICATIVA

A Kombucha esta se tornando cada vez mais popular entre os consumidores
que buscam um estilo de vida mais saudavel. Por se tratar de uma bebida que pode
ser elaborada em casa, de forma artesanal, € necessaria a divulgagcdo de
informacdes cientificas sobre sua produgao visando informar a populagéo sobre as
corretas condicdbes de preparo, fontes alternativas de substrato, bem como
uniformizar sua produgao em escala industrial.

Através do monitoramento do processo fermentativo é possivel a obtencao de
dados sobre os parédmetros envolvidos, de forma a contribuir para um melhor
entendimento do processo de obtencdo da bebida, possibilitando um melhor
planejamento e controle das condigdes de fermentagdo para se obter uma bebida

com as caracteristicas sensoriais desejadas.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Kombucha

A Kombucha é uma bebida milenar de origem asiatica, caracterizada pelo
sabor agridoce, produzida originalmente com cha preto ou verde agucarado e
fermentada em temperatura ambiente por um consércio simbidtico de bactérias
acéticas e leveduras denominado de SCOBY (PALUDO, 2017; SANTOS et al., 2018;
SANTOS, 2016).

Desde o seu descobrimento, existem relatos demonstrando que essa bebida
pode auxiliar na reducdo do risco de doengas crbnicas e também possui
propriedades curativas, porém sé na ultima década é que se observou uma explosao
em sua popularidade principalmente em paises como os Estados Unidos, que
atualmente possui um mercado bem estabelecido para esse produto (SANTOS,
2016). Entretanto, ainda nao existem comprovagdes cientificas de seus reais
beneficios, mas sabe-se que €& uma bebida que apresenta grande potencial
biotecnoldgico.

Segundo Jayabalan et al. (2010), o SCOBY é constituido majoritariamente por
proteinas e fibras e ao final do processo de fermentacdo sempre sera formado um
novo SCOBY na superficie do recipiente, que devera ser guardado na geladeira
juntamente com um pouco do cha fermentado para ser utilizado em uma préxima
fermentacao.

Durante a fermentacéo, o cha comeca a liberar aroma fermentado e também
ocorre a produgao de gas resultado do acido carbdnico produzido na reagdo, como
pode ser observado na figura 1 (JAYABALAN, 2014).
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Figura 1- Tubo Falcon contendo amostra da Kombucha fermentada, onde é possivel

observar a presencga de gases.

Fonte: MOURA, A. B. de, (2019).

As caracteristicas sensoriais e a composi¢cdo quimica da Kombucha séo
dependentes de fatores como o tipo de cha e agucar utilizado para o procedimento,
dos microrganismos presentes no SCOBY (visto que a sua composi¢ao varia de
produtor para produtor), além das condi¢cdes de fermentagdo, como tempo e
temperatura. O tempo de fermentacdo pode variar de 7 a 12 dias, considerando que
quanto mais tempo o produto ficar fermentando mais acido sera o sabor, enquanto a
temperatura pode variar de 22 a 30°C (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000 apud
PALUDO, 2017).

Ao final do procedimento recomenda-se consumir a Kombucha refrigerada,
podendo ser servida como um substituto do refrigerante devido ao seu alto grau de

carbonatacéo.

4.2 Ingredientes da Kombucha

4.2.1 Erva-mate

A erva-mate (llex paraguariensis StHil) € originaria da América do Sul e se

desenvolve de forma natural no Brasil, Argentina e no Paraguai. Estima-se que 80%
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da sua area de ocorréncia pertenga ao Brasil, sendo a regido sul a maior produtora,
representando um papel socioecondbmico e ambiental relevante, especialmente nas
propriedades de pequeno porte (ESMELINDRO et al. 2002; RODIGUERI;
SCHLOSSNACHER NETO; CICHACZEWSKI, 1995 apud PALUDO, 2017).

Os produtos comerciais derivados do processamento da erva-mate sao
usados na preparacao de varios tipos de bebidas que sédo apreciadas pelo seu sabor
amargo peculiar e suas propriedades funcionais (antioxidantes, estimulante,
diurético, hipocolesterolémico e hepatoprotetor). A maior parte das folhas colhidas
de erva-mate € usada no preparo de chas (conhecido como cha de erva-mate), uma
bebida de infusdo com &gua quente (chimarréo), e uma bebida fria (tereré) (BERTE
et al., 2014). Apesar do grande percentual de producado nacional da erva-mate e de
seus comprovados beneficios, ela ainda € pouco aproveitada em relagcdo a sua
versatilidade, sendo utilizada em sua maioria para o chimarrdo, tereré ou para cha-
mate.

Publicacdes recentes relatam que o consumo do cha da erva-mate foi capaz
de reduzir a glicemia em jejum e hemoglobina glicada em pacientes com diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2). (KLEIN et al., 2011). Boaventura et al. (2012) relatam que a
ingestdo de erva-mate aumentou a capacidade antioxidante e atividade sérica da
enzima antioxidante paroxonase-1 em individuos com dislipidemias. Também
apresenta a capacidade de reduzir os niveis de LDL- colesterol e aumentar os niveis
de HDL - colesterol através do seu consumo (DE MORAIS et al., 2009).

Outras propriedades que se destacam na erva-mate € seu efeito estimulante,
anticonvulsivo e neuroprotetor do sistema nervoso central, sendo estas atribuidas ao
seu alto teor de cafeina e fendlicos (BASTOS et al.,, 2007 apud PALUDO, 2017).
Outras propriedades funcionais, incluindo efeitos diuréticos e antifungicos
associadas aos compostos bioativos presentes na erva-mate, também foram
relatadas (FILIP; DAVICINO; ANESINI, 2010; KIM et al., 2015; PANG; CHOI; PARK,
2008). Efeitos benéficos da erva mate no metabolismo de lipidios, glicose e
antioxidantes também foram demonstrados em estudos realizados in vitro, ex vivo e
em modelo animal (BRACESCO et al., 2011).

Sua composicdo 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 alcalbdides de

purina (acido cafeico, acido 3,4-dicico-quinilico e 3, acido 5-dicaffeoylquinico),
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flavondides (quercetina, kaempferol e rutina), aminoacidos, minerais (P, Fe e Ca) e
vitaminas (C, B1 e B2). Estes sdo os constituintes principais relevantes para a
capacidade antioxidante da erva-mate (BASTOS et al., 2007a; BRAVO; GOYA;
LECUMBERRI, 2007; FILIP et al., 2001).

4.2.2 Agucar

O acucar é essencial na produgao da Kombucha, visto que é o substrato para
a simbiose de bactérias e leveduras que o transformardo nas substancias que a
caracterizam. De acordo 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).

Segundo Reiss (1994), o acucar é considerado o melhor substrato para a
fermentacdo da Kombucha. Durante o processo de fermentacido a sacarose é
degradada através de enzimas, produzidas por leveduras presentes no SCOBY, e
convertida em glicose e frutose. Posteriormente, as leveduras transformam a glicose
em didéxido de carbono (CO;) e alcool etilico, que sdo as principais fontes para a
producao de acidos responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do produto.

Além disso, as bactérias acéticas utilizam a sacarose como fonte de carbono
para produzirem uma rede de celulose como metabdlito secundario da fermentacéo,
dando origem a um novo SCOBY, principalmente as bactérias Acetobacter xylinnum
(JAYABALAN, 2014).

Segundo Reis (1994), o melhor agucar para ser utilizado na producdo da
Kombucha é o acucar branco. Quando fontes diferentes de sacarose sao utilizadas,
como o melago por exemplo, o teor dos acidos produzidos durante o processo
fermentativo é consideravelmente menor (JAYABALAN et al., 2014; SANTOS et al.,
2018; SANTOS 2016).

4.2.3 Microrganismos
Os microrganismos presentes na Kombucha encontram-se tanto no liquido

como no 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
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superior que estd em contato com o ar, sendo sempre essa a mais recente
(JARRELI; CAL; BENNETT, 2000).

Estudos que buscam identificar os microrganismos na Kombucha podem
apresentar certa dificuldade visto que algumas espécies podem ser dificeis de isolar;
além disso, a dependéncia exclusiva de tragos fenotipicos pode levar a erros de
identificacdo (RASPOR e GORANOVIC, 2008). Assim como outras associagdes de
microrganismos, como o kefir, derivado do leite, a definicdo exata da composigao da
Kombucha nao esta bem definida, pois depende da sua origem, substratos e
condigdes de produgao (JAYABALAN et al., 2014).

Dentre os microrganismos identificados na Kombucha as bactérias acéticas
sdo predominantes. As principais sdo Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinoides,
Bacterium gluconicum, Acetobacter acetie e Acetobacter pasteurianus. Acetobacte
rxylinum € a espécie mais recorrente, e tem a capacidade de sintetizar uma rede de
celulose flutuante (SCOBY) que melhora a associagdo formada entre bactérias e
fungos (BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997apud PALUDO, 2017).

Em uma combinacdo simbidtica com as bactérias, ha diversos tipos de
leveduras presentes na Kombucha, e as mais recorrentes sao:
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes Iudwigii, Kloeckera apiculata,
Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii,
Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, B. lambicus, B. custersii e
Candida stellate. Leveduras dos géneros Zygosaccharomyces e Saccharomyces
produzem compostos aromaticos 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).

Devido a produgéo de acidos orgéanicos, o pH da Kombucha reduz ao longo
do processo fermentativo. A cor do liquido vai ficando mais clara, em relagao a cor
original do cha, devido as alteragdes que ocorrem na conformagao dos complexos
fendlicos resultantes da agdo de enzimas microbianas sobre os polifendis (LIU et al.,
1996). Essa degradacdo do pigmento também foi observada durante este

experimento, como pode ser notado na Figura 2.
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Figura 2 - Cubeta direta: Cha da Kombucha no inicio do processo fermentativo;

Cubeta esquerda: Cha da Kombucha apds 24h de fermentacao.

Fonte: MOURA, A. B. de, (2019).

4.3 Preparo artesanal da Kombucha

O cha preto e o cha verde, adicionados de agucar, podem ser utilizados como
substrato tanto em sua forma isolada como em mistura. As proporgdes de cha e
acgucar variam de acordo com a literatura. O teor recomendado de agucar varia de 5
a 20% do volume, enquanto o teor de erva varia de acordo com a intensidade do
sabor desejado. Pure e Pure (2016) utilizaram 20g/L de sacarose e 10g/L de ervas
secas na infusdo, enquanto Kallel et al. (2012) utilizaram 100g de agucar e 12g/L de
cha seco na preparagao de seu substrato. O tempo de infusdo do cha varia de
acordo com cada tipo de cha e do produtor, podendo variar de 2 a 10 minutos
(PALUDO, 2017).

Ap6s a preparacdo do novo substrato, espera-se que o liquido atinja a
temperatura ambiente para entdo adicionar o in6culo, composto pelo SCOBY e pela
Kombucha previamente fermentada em um volume de 10 a 20% do recipiente o qual
ocorrera a fermentacdo. Ao escolher o recipiente para a fermentagcado é importante
optar por um que apresente o bocal largo para facilitar a troca de ar com o ambiente,
visto que é nessa superficie que sera formada a nova pelicula acima da antiga. A
cobertura deve ser feita com gaze limpa ou pano poroso para que ocorra a
passagem de ar e para que possiveis contaminagbes com insetos ou sujidades
sejam evitadas (PALUDO, 2017).

Durante o processo de fermentagdo o sabor da Kombucha varia de
agradavelmente doce e frutado para “avinagrado”, devido a produgéo de altos niveis
de acidos organicos (JAYABALAN et al., 2014). Para Loncar et al. (2016), que
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avaliaram a cinética da sacarose na fermentacdo da Kombucha, a melhor faixa de
temperatura para a fermentagao € de 22 a 30°C com um tempo de fermentacao de
3,5 a 5 dias. Apos a fermentacdo, pode ser realizada uma nova fermentagédo em
recipiente fechado para facilitar a formacao de gas carbénico, adicionando sucos ou
pedacos de fruta e/ou ervas para a saborizagdo. Quanto maior a quantidade de
acgucar dos insumos maior sera o tempo de carbonatacdo. Depois da bebida pronta,
costuma-se guarda-la em ambiente refrigerado, melhorando seu aspecto sensorial e
reduzindo a velocidade da fermentagdo com a redugao da temperatura. As etapas

de preparo da Kombucha sao descritas na Figura 3.



Figura 3- Fluxograma de preparo da Kombucha artesanal.
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Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.

4.4 Composig¢ao quimica

25

A composi¢cdo quimica da Kombucha é muito variavel, pois depende de
diversos fatores como a duragdo da fermentacdo, o tipo de microrganismos
presentes no SCOBY selecionado e das caracteristicas do cha escolhido como

substrato (agua usada, concentragao de cha e de agucar) (SANTOS, 2016).
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Ensaios quimicos da Kombucha indicaram uma variedade de acidos
organicos presentes na bebida, incluindo acido acético, glucénico, glucurdnico,
latico, malico, citrico, tartarico, folico, malénico, oxalico e piravico. Preparagbes com
base em cha verde apresentam um maior teor de acido latico quando comparadas a
preparagdes com base em cha preto, por exemplo (SANTOS, 2016).

O acido glucurdnico € um dos mais importantes acidos para a saude presente
na Kombucha e é o resultado de um processo microbiolégico de oxidagdo da
glicose. No corpo humano, este acido € produzido pelo figado e apresenta efeitos
desintoxicantes, pois tem a capacidade de se ligar a xenobidticos, incluindo também
fendis presentes no figado, permitindo que essas substancias sejam excretadas
pelos rins de forma mais eficiente. Além disso, também €& um precursor na
biossintese de vitamina C (JAYABALAN et al, 2014; NGUYEN et al., 2015;
PALUDO, 2017).

De acordo com Chen e Liu (2000), a concentragdo de etanol no Kombucha
aumenta com o tempo de fermentacgéao, atingindo valor maximo aproximado de 5,5
g/L no vigésimo dia de fermentacao, seguida de uma reducédo lenta. Sua producgéao
ocorre através da fermentagdo da glicose, e posteriormente sofre uma segunda
oxidagao para produzir acido acético. O teor de etanol presente no Kombucha nédo a
classifica como bebida alcodlica. (MURPHY; WALIA; FARBER, 2018).

Os beneficios que foram atribuidos ao Kombucha sao, principalmente devido
ao conteudo de catequinas, que sao derivadas dos polifendis. Essas substancias
agem como potentes antioxidantes e protegem contra o desenvolvimento de
doencas. Quando metais como ferro e cobre sdo encontrados em um estado livre ou
nao ligado a proteinas, eles possuem um efeito pro-oxidante, que pode danificar
lipidios, proteinas e acidos nucleicos quando oxidado. A propriedade quelante dos
antioxidantes no cha, ou seja, sua combinagdo com metais livres diminui sua
probabilidade de moléculas vitais danosas que participam de reacdes dos processos
fisiologicos (VALENZUELA, 2004 apud LEAL et al., 2018). Além disso, os polifenois
do cha demonstraram grande potencial de protecdo contra o desenvolvimento de
alguns tipos de céancer, exibindo enzimas e interrompendo processos que resultam

no crescimento de células cancerigenas (LEAL et al., 2018).
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4.5 Potenciais beneficios da Kombucha para a saude

A Kombucha tem sido intensivamente consumida em todo o mundo por suas
propriedades profilaticas e terapéuticas. A maioria das alegagdes de suas
propriedades foi baseada em observacbes pessoais e depoimentos, e apenas
alguns efeitos foram demonstrados cientificamente. Relatérios provenientes da
Russia durante a Primeira Guerra Mundial afirmavam que o “remédio caseiro secreto
russo”, como era nomeada a Kombucha, auxiliava em dores de cabeca, doencas
gastricas e, especialmente, na regulacdo do transito intestinal muitas vezes
desequilibrado pelo estilo de vida no exército. Entretanto, nos ultimos 15 anos, tem
havido maior atencdo sobre os possiveis beneficios para a saude decorrentes do
consumo de kombucha (VINA et al., 2014).

Um dos beneficios ja estudados € a sua atividade antioxidante,
correlacionada com o aumento da imunidade, alivio de inflamagbes e artrites.
Jayabalan et al. (2008) relataram a potencial habilidade de eliminacdo de radicais
livres pelo cha de Kombucha preparado a partir de cha verde e cha preto. Segundo
os autores, os compostos fendlicos, a atividade de reagdo com radical DPPH e o
radical superoxido foram aumentados ao longo do tempo de fermentagéo, enquanto
o poder de reducido, a capacidade de eliminacdo de radicais hidroxilicos e a
capacidade de peroxidacdo antilipidica foram reduzidos. Neste trabalho, os
polifendis foram analisados em HPLC por 18 dias desde seu indculo. O motivo do
aumento da concentragcao de polifendis no cha em seu 12° dia foi deduzido pela
biotransformacao de epigalocatequina-3-galato (ECGC) paraepigalotequinas (EGC)
e epicatequinagalato (ECG) para epicatequinas (EC) por enzimas excretadas por
microrganismos presente na Kombucha juntamente com a liberacdo de catequinas
sensiveis ao acido presente.

Uma das atividades mais relatadas por consumidores de Kombucha, porém
ainda com pouca informacao 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 acumulacédo 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 interagdo da bebida com a inibicdo da

lipase e, como resultado, uma restricdo na ingestao de calorias (YANG et al., 2009).



28

Aloulou et al. (2012) avaliaram a inibicdo do efeito da enzima a-amilase
(secretada pelo epitélio intestinal e necessaria para digestdo de carboidratos) em
ratos diabéticos (induzidos por aloxano), que foram administrados com 5 mL/kg de
Kombucha ou cha preto diariamente durante 30 dias. Os resultados mostraram que
os ratos que bebiam Kombucha tiveram um melhor efeito supressor da enzima a-
amilase em pancreas e plasma, bem como glicose pos-prandial em comparagéo aos
ratos que bebiam cha preto.

Alguns pesquisadores identificaram a presenga de algumas bactérias lacticas
na composicdo da Kombucha, fato que promoveu a divulgagcdo do seu possivel
carater probiético. Porém, como a composicdo exata do SCOBY ainda n&o 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 saude do individuo quando administrado em quantidades
adequadas (10® -10° UFC), o que ainda nao foi comprovado (KOZYROVSKA et al.
2012, apud PALUDO, 2017).

Alguns dos efeitos relatados da Kombucha a partir do testemunho dos
consumidores do cha e pesquisadores russos (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000
apud JAYABALAN, 2016) sao: desintoxicagdo do sangue, redugao do nivel de
colesterol, redugcao da aterosclerose pela regeneragao da parede celular, redugéo de
problemas inflamatdrios, alivio dos sintomas de artrite, reumatismo e gota, promogao
das fungdes do figado, equilibrio da flora intestinal, redugéo da calcificagéo renal,
estimulo dos sistemas glandulares, protegdo contra o diabetes, efeito antibibtico,
melhora do sistema imunoldgico, alivio da bronquite e asma e alivio de dores de
cabeca.

Contudo, apesar dos depoimentos dos consumidores alegando os beneficios
do consumo da Kombucha, vale ressaltar que muitos ainda ndo sdo comprovados
cientificamente, sendo necessarias mais pesquisas para avaliar se de fato esses

beneficios realmente existem ou nao.
4.6 Efeitos toxicolégicos e contra indicagoes

Leal et al. (2018) reportou uma possivel toxicidade causada pelo Kombucha,

quando pessoas descreveram os sintomas de tonturas e nauseas apds o seu
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consumo. O envenenamento por chumbo e toxicidade gastrointestinal foi encontrado
em dois individuos depois de beberem a bebida fermentada durante um periodo de
seis meses; no entanto, foi afirmado que o contaminante veio do pigmento do
recipiente escolhido para a fermentagdo da Kombucha (JAYABALAN et al., 2014).

Jayabalan et al. (2014) descreveram um caso de doenca renal aguda com
acidose lactica e hipertermia apos a ingestdo da bebida, bem como a presencga de
Bacillus anthrax, Penicillium e Aspergillus presentes na Kombucha preparada sob
condigbes precarias de higiene. Dois casos foram relatados de acidose metabdlica,
sendo estes associados ao consumo excessivo da bebida. Posteriormente, foi
esclarecido que os pacientes ja sofriam de condigbes de saude pré-existentes que
os tornaram vulneraveis ao desenvolvimento de acidose (NUMMER, 2013), como
HIV e insuficiéncia renal aguda (JAYABALAN, et al. 2016 apud SUNGHEEKOLE,
JONES CHRISTENSEN e GLADSTEIN, 2009). Segundo o Centro de Controle e
Prevengao de Doengas (CDC, 1994), o consumo diario de aproximadamente 120 mL
da Kombucha nao apresenta um risco para a saude do consumidor.

Em relagcdo as gestantes, a ingestdo da Kombucha ndo € indicada por
questdes de seguranca, isto devido ao possivel conteudo de heparina (componente
glicosaminoglicano) no cha, uma vez que inibe proteinas do sistema de coagulagcéo
do sangue, sendo prejudicial durante o terceiro trimestre de gestagdo. Os autores
afirmaram que a presencga de heparina nao foi provada em amostras analisadas; no
entanto, o consumo da bebida pode favorecer sua produg¢ao no organismo (RUBIO,
2015).

4.7 Legislagao brasileira

Em 2018 foi aberta uma consultoria publica, pelo prazo de 75 dias, para uma
Instrucdo Normativa que visa estabelecer em todo o territério nacional os Padrbes
De Identidade E Qualidade da Kombucha.

A Portaria n° 103, de 20 de setembro de 2018, traz a seguinte definicao de
Kombucha: “Bebida gaseificada, ndo pasteurizada, obtida através da respiragao
aerobica e fermentagcdo anaerdbica de um mosto composto de infusdo de origem
vegetal e agucares por um consoércio de bactérias e leveduras simbioticas
microbiologicamente ativas, resultando em uma bebida acida e doce”.
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Dentre os parametros fisico-quimicos, a Portaria estabelece que o pH esteja
entre 2,5 e 3,5 e que o teor de acidez minimo permitido seja de 6,0%, sendo
expresso em % de equivalentes gramas de acido acético, podendo ser adicionado
suco, polpa de fruta, extrato vegetal, mel e outros aditivos permitidos pela ANVISA.
(BRASIL, 2018).

A Kombucha deve ser designada por Kombucha de (seguido do nome do
nome da espécie vegetal utilizada na infusdo), com (seguido do ingrediente
adicionado apés a fermentagao) suco, polpa, especiarias, extrato vegetal, mel,
aroma, ou a combinagdo destes termos, de acordo com a composi¢cédo final do
produto (BRASIL, 2018).

A Kombucha que contiver vitaminas e minerais naturalmente produzidos no
processo de fabricagdo e atenderem ao valor minimo destes nutrientes,
estabelecidos por legislagdo especifica da ANVISA, podem utilizar as expressdes
“Fontes natural de (nome da vitamina ou mineral)” e “Naturalmente rico em (nome da

vitamina ou mineral)” em sua rotulagem (BRASIL, 2018).

4.8 Mercado consumidor brasileiro

A Kombucha comegou a ser consumida no Brasil de forma artesanal, por
pessoas que se interessaram em desenvolver a bebida em casa, e s6 a cerca de 3
anos, industrias de pequeno porte comegaram a produzir a bebida para venda em
mercados regionais. A Kombucha tem sido bem aceita pelos consumidores,
especialmente como alternativa ao refrigerante por ser gaseificada, conter baixo teor
de acgucar e poucas calorias (Associagao Nacional dos exportadores de suco citrico -
CITRUS, 2018).

Um dos mais “antigos” fabricantes da Kombucha no Brasil (fundada a cerca
de 3 anos) relata que apods dois meses de produgao industrial tiveram que mudar de
local, pois a producgao ja tinha atingindo 2 mil garrafas, uma meta que a empresa s6
esperava atingir apds 6 meses de operacao. Para 2019, a estimativa da empresa é
de uma produgdo mensal de 200 mil garrafas por més (Associagdo Nacional dos
exportadores de suco citrico — CITRUS, 2018).

A rapida expansao do consumo da Kombucha n&do é um fator isolado; estima-
se que as vendas crescam anualmente 25% e que até o fim da década movimentem

cerca de US$1,8 bilhdes mundialmente (Portal do agronegdcio, 2018).
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A produgao industrial da bebida é feita com autorizagdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria e o preco de uma garrafa de 300 mL varia entre R$10 e R$15

(Associagao Nacional dos exportadores de suco citrico — CITRUS, 2018).
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5 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Bioprocessos e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no
Centro Académico de Vitéria (CAV).

5.1 Obtencao da cultura da Kombucha

O SCOBY foi adquirido através de comércio online de um produtor
especializado da cidade de S&o Paulo (Brasil). O produto foi transportado e
armazenado a temperatura ambiente (25 °C + 1 °C) em embalagem com saco
selado a vacuo, contendo 8 cm de didametro e acompanhado de 200 mL de cha
starter (cha de arranque - Figura 4), considerado suficiente para a producéo de 1,5

litros da Kombucha.

Figura 4 - Embalagem do produto contendo o SCOBY e o cha de Starter para o
preparo da Kombucha.

Fonte: MOURA, A. B. de, (2019).

5.2 Preparo do substrato

Inicialmente foi preparado um cha de erva-mate. Para o preparo do cha, 1 litro
de agua mineral previamente fervida foi adicionado aos sachés do cha mate (1

saché para cada 250 mL, conforme indicagao do fabricante) e a mistura foi deixada
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em infusdo por cerca de 10 minutos. Apos a retirada dos sachés, adicionou-se 50g
de acgucar (5% p/v) e agitou-se até sua total dissolugdo. Em seguida, a amostra foi

deixada em repouso até que atingisse a temperatura ambiente (25 °C + 1 °C).

5.3 Procedimento para fermentagao

O cha em temperatura ambiente foi transferido para uma jarra de vidro com
capacidade para 1,3 L e com abertura de 10,5 cm de didmetro. Acrescentou-se o
SCOBY juntamente com o cha starter e a superficie do recipiente foi protegida com
um pano poroso “tipo Perfex®”, o que possibilita a passagem de ar sem que ocorra a
contaminagao por insetos, como formigas e moscas, e também protege contra
sujeiras fisicas (Figura 5).0 recipiente ficou armazenado a temperatura ambiente
(25°C = 1) ao abrigo da luz, e o processo fermentativo foi monitorado, através de

analises fisico-quimica, ao longo de 10 dias de cultivo.

Figura 5 - Recipiente usado para a fermentagdo da Kombucha.

Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.

Um dos objetivos do presente trabalho foi o de produzir a Kombucha de forma
mais semelhante possivel ao preparo realizado por um consumidor comum (que tem
como objetivo apenas consumir a bebida) realizaria ao adquirir o SCOBY. Dessa

forma, foi seguida a recomendacgéo de preparo contida no Manual de Instrugdes de
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Fermentacgao, disponibilizado pelo produtor do SCOBY, onde continha a informagao
de que o processo fermentativo duraria aproximadamente 3 dias.

Dessa forma, a retirada de amostras foi inicialmente planejada de forma a
serem realizadas coletas a cada 8 h, totalizando 3 amostras diarias. Entretanto, apds
o terceiro dia, observou-se que a fermentacdo ndo havia sido concluida, e a retirada
das amostras subsequentes foi entdo realizada coletando-se uma amostra por dia.
Essa decisao foi tomada para evitar a coleta de amostras acima de 20% do volume
de liquido do produto.

Foram retirados volumes correspondentes a 13 mL por amostra. A retirada de
cada amostra foi realizada de maneira estérii e com o auxilio de uma pipeta
automatica. As amostras foram transferidas para tubos tipo Falcon de 50 mL de

capacidade para posterior realizacdo das analises fisico-quimicas.

5.4 Segunda fermentagao — Saborizagao da Kombucha

Depois de finalizada a primeira fermentagdo, o SCOBY foi retirado da
Kombucha e o liquido transferido para um recipiente com tampa onde foram
adicionados os ingredientes desejados para saborizar o produto.

Os insumos escolhidos para saborizar a bebida foram maca, gengibre e
limdo, sendo preparado um suco com estes ingredientes. O suco foi adicionado e o
recipiente foi tampado e deixado em temperatura ambiente por 24 horas. Em

seguida, a bebida foi levada a geladeira.

5.5 Analises fisico-quimicas

5.5.1 pH

As analises de pH foram realizadas conforme metodologia do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2008). As leituras foram medidas diretamente do potencidmetro digital
previamente calibrado (pHmetro TEC — 3MP- TECNAL).

5.5.2 Acidez total titulavel
Com o auxilio de uma pipeta automatica foram coletados 5 mL da amostra e

esta foi adicionada em um Erlenmeyer, juntamente com 25 mL de agua destilada.
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Em sequéncia, foram adicionadas 3 gotas do indicador fenolftaleina e em seguida
titulou-se a amostra com uma solu¢cdo de NaOH 0,1 mol/L até a obtencido de
coloragao résea, seguindo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A

Acidez Total Titulavel foi calculada conforme a Equacéo 1.

VXFEFXMXPM
10X P Xn

Acidez total titulavel (A%) = [ ] x 10

Onde:

A= Acidez total titulavel (%), em g de acido organico por cento (m/m ou m/v);
V= Volume gasto de NaOH na titulagdo (mL);

F= Fator de corre¢ao da solugdao de NaOH;

M= molaridade da solucdo de NaOH;

PM= Peso molecular do acido correspondente (g);

P= Massa da amostra (g);

N= Numero de hidrogénios ionizaveis.

5.5.3 Solidos soluveis totais

Para determinar a concentracdo de sélidos soluveis totais foi coletado um
volume de 1 mL da amostra da Kombucha, sendo posteriormente adicionado em
tubo tipo eppendorf e centrifugado por 15 minutos (Micro centrifuga HT Modelo: CM-
610). Apds coleta do sobrenadante, foi realizada a leitura do °Brix em refratdmetro
digital portatil (Modelo HL 96801).

5.56.4 Concentragéao de sdlidos Totais

Para determinar a concentragdo de sélidos foram preparadas capsulas com
papel aluminio (Figura 6A). Cada uma das capsulas recebeu um coédigo de
identificacdo e foram levadas para estufa a 80°C por 30 minutos. Logo apds, foram
coletadas com auxilio de pingca e colocadas em dessecador para esfriar. Com o
auxilio da pinga era retirada uma capsula por vez do dessecador, sendo pesadas em
balanca analitica e, apos registro do peso, um volume de 1 mL da amostra foi
adicionado na capsula (Figura 6B).

Posteriormente, as capsulas foram levadas novamente para a estufa,
permanecendo a 105°C durante 4horas ou até peso constante. Os experimentos

foram realizados em triplicata.
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Figura 6 - Capsulas de aluminio usadas para a secagem da Kombucha. (A) capsulas

vazias; (B) capsulas contendo as amostras apds o processo de secagem

(B)

Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.
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6 RESULTADOS

6.1 pH e Acidez Total Titulavel

A Figura 7 mostra a cinética de acompanhamento do pH e da Acidez Total
Titulavel durante a fermentagcdo da Kombucha. Nas primeiras horas de fermentacao
ocorreu uma rapida redugdo do pH, havendo um decréscimo dos valores de 5,89
(tempo 0) para 3,39 nas primeiras 8 horas. Esse resultado pode ser confirmado
também pelo aumento da acidez nas primeiras horas do processo fermentativo, que

aumenta de 1 para 2,8 % nas primeiras 8 horas de fermentacgao.

Figura 7 - Cinética do pH e da Acidez Total Titulavel durante a fermentagao da

Kombucha.
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Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.

Nota-se que apds o decréscimo do pH nas primeiras 8 horas de fermentacéo,
este parametro se mantém constante ao longo de todo o processo. As alteragdes
obtidas do pH foram similares as encontradas por Kallel et al. (2012). Em relagéo a
acidez, apos o tempo de 8 h os valores oscilam ao longo do periodo fermentativo,

obtendo-se um valor maximo de 3,75 % e o minimo de 2,42 %.
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6.2 Sélidos Soluveis Totais e Concentragao de Sélidos Totais Secos

A Figura 8 mostra os valores de sodlidos soluveis totais (SST) e da
Concentracdo de Solidos Totais Secos durante a fermentacdo da Kombucha E
possivel observar que ambos os valores aumentam nas primeiras 8 horas do

processo fermentativo.

Figura 8 - Sdlidos soluveis totais (SST%) e Concentragéo de solidos Totais Secos

(g/L) durante a fermentagdo da Kombucha.
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Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.

6.3 Resultados da Kombucha saborizada

A Tabela 1 apresenta os valores obtidos das analises realizadas com a
bebida saborizada e os resultados que a ANVISA da como referéncia. Nota-se que
alguns dos parametros obtiveram um valor elevado, como a acidez titulavel,
concentracdo de solidos e sélidos soluveis totais, enquanto o pH praticamente se

mantém estavel em relagdo a bebida n&o saborizada.
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Tabela 1 - Resultado das analises da Kombucha saborizada e valores estabelecidos

na legislacéo.

Parametro avaliado Resultado ANVISA
pH 3,13 25-35
Acidez Total titulavel 7,29% Minimo de 6%
Sdlidos soluveis totais 7,1%
(SST%)
Concentragéo de 73,23 g/L

sélidos (g/L)

Fonte: MOURA, A. B. de, 2019.
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7 DISCUSSAO

O comportamento dos parametros observados na cinética de fermentacgao foi
similar ao observado por Chakravorty (2016) e Kallel et al. (2012). Contudo, outros
trabalhos relatam uma diminuigdo continua do pH ao longo dos primeiros 5 dias.

Santos et al. (2018), ao analisarem o pH da Kombucha de cha de hibisco,
relataram que houve uma reducdo continua do pH até o 5° dia do processo
fermentativo e apds o 6° dia as alteragdes nao foram consideradas significativas.

As anadlises de pH evidenciaram um decréscimo nas primeiras 8 horas de
cultivo; apos este periodo e até o final do processo, o pH obteve pequenas
oscilagbes consideradas estatisticamente irrelevantes, atingindo um pH final de 3,14.
O mesmo comportamento foi analisado por Kallel et al. (2012), que ao produzirem a
Kombucha a base de cha preto observaram um pH inicial de 5,5 e que diminuiu
imediatamente para 3,8 apds a inoculagao. Essa reducao no pH poder ser atribuida
as caracteristicas acidas do substrato fornecido, o que pode ser confirmado pela
rapida elevagao no teor de acidez total titulavel nas primeiras horas.

O pH é um fator que controla o curso correto de fermentacao e € usado para
determinar o fim do processo (MALBASA; LONCAR; DJURIC, 2008). Segundo
Jayabalan (2010), um pH final de 2,5 sinaliza o fim do processo fermentativo. Chu e
Chen (2006) afirmam que o baixo pH pode contribuir para a reducado da qualidade
sensorial geral da bebida em decorréncia da producdo de acidos organicos,
especialmente o acido acético.

Mesmo apos a saborizacdo da bebida o pH se mantém estavel, sendo obtido
um valor de 3,13. Kallel et al. (2012) afirmam que os valores de pH n&o devem ser
considerados significativos, uma vez que o didxido de carbono produzido durante a
fermentacao pode ocasionar efeitos de tamponamento. Entretanto, o baixo pH para
este tipo de produto € um parametro desejavel, pois associado com as bactérias
aceticas e as leveduras pode inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis.

O aumento significativo da acidez total titulavel nas primeiras horas € um
comportamento esperado, devido a produg¢ao de acidos caracteristicos do processo
fermentativo e do metabolismo das bactérias acéticas. Entretanto, as oscilacdes
constatadas neste experimento podem ser decorrentes da rapida volatilizagdo do
acido acético que pode ter ocorrido durante a coleta das amostras ou até mesmo

durante o periodo fermentativo devido a porosidade do tecido usado para a
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cobertura do bocal, o que pode ter facilitado a volatilizagdo dos acidos. Um teor de
acidez total titulavel entre 0,4 e 0,45 % tem sido relatado como indicativo do termino
do processo fermentativo (CVETKOVIC, 2008; VELICANSKI et al., 2013).

O valor final da Acidez Total Titulavel foi de 3,39%, encontrando-se abaixo do
valor recomendado pela ANVISA, que estabelece um teor minimo de acidez de 6,0
%. Todavia, ao compararmos o valor da acidez apds a saborizagdo do produto, visto
que normalmente ele é consumido saborizado por ser mais palatavel, foi obtido um
valor de 7,29%, se enquadrando dentro do teor estabelecido pela legislagéo.

Os sdlidos soluveis totais (SST) da Kombucha correspondem aos compostos
soluveis presentes no cha somados ao acucar adicionado. O comportamento
observado no acompanhamento cinético da fermentacado do cha foi semelhante ao
comportamento observado por Santos et al. (2018), onde durante o processo
fermentativo ocorreu um aumento no teor de acidez e reducao do pH e dos SST.

Rodrigues et al. (2018) afirmam que a produgao de acidos durante o processo
de fermentacdo justifica a variagdo dos SST, visto que as bactérias acéticas
presentes no SCOBY consomem o agucar do cha, convertendo-os em acidos
organicos.

Em relacdo aos teores de SST € possivel observar que durante a
fermentacdo ocorrem pequenas oscilagdes nos valores obtidos indicando que néao
houve consumo significativo do acucar pelas bactérias e leveduras do SCOBY, o
que pode sugerir a utilizacdo de outros compostos como fonte de carbono para a
producao de acidos, como por exemplo, a cafeina que esta presente em pequena
quantidade no cha. Paludo (2017) afirma que a Kombucha de cha mate apresenta
uma velocidade inferior de conversdo da sacarose quando comparada a de cha
verde.

O residuo seco (concentracdo de sodlidos totais secos) corresponde ao
conjunto dos compostos n&o volateis. E possivel verificar que nas primeiras 8 horas
de cultivo ocorre um aumento deste parametro, o que corresponde a uma expressiva
produgdo de exopolissacarideos pelas células microbianas. Apds este periodo,
observam-se pequenas variagbes ao longo do processo fermentativo. De modo
geral, a concentragdo de sélidos se mantém estavel do segundo ao nono dia de
cultivo, apresentando no ultimo dia de fermentagdo um valor elevado em relagao aos

dias anteriores, alcangando um resultado final em torno de 62 g/L.
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A Kombucha saborizada apresenta teores de SST de 7,1% enquanto que a
concentracdo de solidos apresenta um valor de 73,23 g/L. Esse aumento dos
parametros em relagdo ao produto ndo saborizado pode ser explicado pelo

acréscimo do suco e do agucar na bebida.
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8 CONCLUSOES

A Kombucha produzida neste estudo demonstrou resultados satisfatérios. Nas
analises da bebida ndo saborizada apenas a acidez titulavel apresentou resultados
inferiores ao estabelecido na legislacdo. Contudo, os resultados obtidos para este
parametro foram semelhantes ao de outros autores. Portanto, podemos considerar a
bebida adequada aos parametros fermentativos encontrados na literatura.

Em relacéo as analises da bebida saborizada, todos os parametros avaliados
estavam de acordo com os estabelecidos na legislagdo e encontrados na literatura.
Demonstrando que o cha mate pode ser uma boa alternativa de substituicdo ao cha
preto ou verde.

Com os resultados obtidos fica evidente a importdncia de monitorar o
processo fermentativo da Kombucha tanto para encontrar substratos alternativos
para a fermentacdo, como para se estabelecer padrées no processo fermentativo,
visando uniformizar sua produ¢ao em escala industrial.

Ressalta-se ainda a importancia da realizagdo de novos estudos para uma
melhor padronizagcdo da producdo da Kombucha, bem como a identificagdo de sua

microbiota.
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