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RESUMO

A fermentagdo de produtos alimenticios € utilizada ha milhares de anos,
principalmente para fins de maior conservagdo, conferindo caracteristicas
organolépticas e concentracdo de substancias bioativas. Assim, bebidas
fermentadas como a kombucha e o vinagre s&do conhecidas pelas suas
propriedades nutricionais e medicinais em decorréncia do seu consumo regular.
Essas propriedades estdo diretamente relacionadas a presenca de compostos
bioativos como flavondides e acidos organicos. O objetivo deste trabalho foi obter o
vinagre de kombucha a partir de diferentes fontes vegetais, através de um
processo de producdo padronizado, relacionando as etapas do processo com 0s
aspectos fisico-quimicos. O método Orléans foi utilizado para a obtencdo de
vinagre de kombucha com mosto de frutas tropicais (acerola, manga e sapoti),
partindo de um indculo proveniente de uma kombucha comercial. As analises
foram realizadas durante o processo fermentativo através de medigdes de pH,
determinagao do teor de sélidos soluveis (°Brix) e acidez total titulavel (mEg/L e %
m/v de acido acético). Além dessas analises, para o produto final foram avaliados a
determinagao de etanol (%v/v) a 20°C e extrato seco (g/L). Apdés a obtengéo do
inéculo (pH 2,57 e °Brix 4,53), realizou-se a fermentacdo da kombucha e
observou-se o decaimento do pH e dos solidos soluveis totais, além de obter 0,5%
de acido acético. Na fermentacdo dos vinagres de kombucha de acerola e de
manga, observou-se um pico na produgcdo de acido acético em 30 dias de
fermentacao e posterior declinio. A maior concentragdo de acido acético obtida foi
para o vinagre de kombucha de sapoti, 1,24% de acido acético com 60 dias de
fermentacdo em relagéo ao vinagre de kombucha controle que apresentou 1,10%.
Com a determinacdo de pH e dos solidos soluveis totais, observou-se diferentes
comportamentos entre os fermentados, dentre eles, o vinagre de kombucha de
sapoti e o controle, obtendo uma acidificagdo gradual, corroborando a diminuigédo
dos sodlidos soluveis totais. Na avaliagdo do vinagre de kombucha pasteurizado
verificou-se que ndo houve grande variagdo entre os resultados adquiridos. Além
disso, obteve-se uma variagdo de 9,27 a 45,98 g/L de extrato seco total, e uma
variagcao de 0,50 a 0,70% no teor alcodlico final entre os fermentados.

Palavras-chave: Bebidas fermentadas. Acidos organicos. Acidez. Cha de
Kombucha. Fermentacéo.



ABSTRACT

The fermentation of food products has been used for thousands of years,
mainly for greater conservation purposes, providing organoleptic characteristics and
concentration of bioactive substances. Thus, fermented drinks such as kombucha
and vinegar are known for their nutritional and medicinal properties as a result of
their regular consumption. These properties are directly related to the presence of
bioactive compounds such as flavonoids and organic acids. The objective of this
assay is to obtain kombucha vinegar from different vegetable sources, through a
standardized production process, relating the stages of the process with the
physical-chemical aspects. The Orléans method was used to obtain kombucha
vinegar with tropical fruit must (acerola, mango and sapodilla), starting from an
inoculum from a commercial kombucha. Analyzes were carried out during the
fermentation process through pH measurements, determination of soluble solids
content (°Brix) and total titratable acidity (mEq/L and % m/v of acetic acid). In addition
to these analyses, the determination of ethanol (%v/v) at 20°C and dry extract (g/L)
were evaluated for the final product. After obtaining the inoculum (pH 2.57 and °Brix
4.53), the fermentation of kombucha was carried out and a decrease in pH value
and total soluble solids was observed. In addition, 0.5% of acid acetic was obtained.
In the fermentation of acerola and mango kombucha vinegars, a peak in acetic acid
production was observed in 30 days of fermentation and a subsequent decline. The
highest concentration obtained was the sapodilla kombucha vinegar, obtaining 1.24%
of acetic acid, with 60 days of fermentation, while the control kombucha vinegar
obtained 1.10% of acetic acid. With the determination of pH and total soluble solids,
different behaviors were observed between the fermented ones, including sapodilla
kombucha vinegar and the control, obtaining gradual acidification, corroborating the
decrease in total soluble solids. After evaluating pasteurized kombucha vinegar,
there was no great variation between the results obtained. Furthermore, a variation of
9.27 to 45.98 g/L of total dry extract was obtained and a variation of 0.50 to 0.70% in

the alcoholic content among the fermented ones.

Keywords: Fermented Beverages. Organic Acids. Acidity. Kombucha Tea.

Fermentation.
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1 INTRODUGAO

A kombucha é uma bebida milenar de origem asiatica, fermentada a partir do
cha verde (Camellia sinensis) por uma Colonia Simbittica de Bactérias e Leveduras
(SCOBY) e atualmente é conhecida em todo o mundo pelas suas propriedades
nutricionais e funcionais (Da Silva Junior et al., 2022; De Filippis et al., 2018). No
Brasil, a Instrugdo Normativa que rege os padrbes de identidade e qualidade da
kombucha € a IN n° 41/2019 publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2019).

O SCOBY é um consoércio de microrganismos em que as leveduras
metabolizam o agucar produzindo etanol e dioxido de carbono e as bactérias utilizam
esse etanol para produzir diferentes acidos organicos (Miranda et al., 2016). Dentre
eles, podemos citar o acido acético, gluconico, tartarico, malico e, em menor
proporcado, o acido citrico. Do mesmo modo, encontra-se na kombucha enzimas,
vitamina C e vitaminas do complexo B (Villarreal-Soto et al., 2018).

Estudos recentes correlacionam beneficios observados em consumidores
regulares da bebida a compostos bioativos presentes em sua composigéo,
conferindo a esta, atividades como: regulagcdo da pressédo arterial; a agao
desintoxicante; antidiabético e anticancerigenos (De Filippis et al., 2018; Greenwalt;
Steinkraus; Ledford, 2000).

O vinagre é outro exemplo de bebida milenar, originalmente obtido a partir da
fermentagdo do vinho de uvas e da cerveja. Utilizado no preparo de molhos para
salada e como conservante em alimentos, possui propriedades nutritivas e
atividades biorreguladoras no organismo humano (Aquarone et al., 2001; Veloso,
2013; Budak et al., 2014).

A diversidade de compostos fendlicos e antioxidantes presentes em vegetais
e bebidas dependem da matéria-prima utilizada, por isto os vinagres de frutas séo
considerados superiores em qualidades sensoriais e nutricionais (Marques et al.,
2010). Algumas propriedades funcionais foram estudadas demonstrando efeito
anti-glicémico do vinagre (Salbe et al., 2009). Segundo Hashimoto et al. (2013),
muitos componentes microbianos possuem efeito antitumoral ligados principalmente
ao vinagre kurozu, obtido a partir de um arroz tradicional japonés.

O processamento de produgdo do vinagre inicia-se com uma fermentagéo

alcodlica seguida de uma fermentagdo acética, decorrente ao metabolismo de
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leveduras e bactérias acéticas presentes no mosto. Os principais métodos de
processamento utilizados sdo o método artesanal, Orleans (lento e continuo) e
submerso (rapido e semi-continuo) (Siepmann et al., 2015).

A padronizagdo de um processo de producdo €é fundamental para a
reprodutibilidade da fabricagdo de um determinado produto, assim como o
estabelecimento de parametros analiticos durante a fermentagao e no produto final
sdo fundamentais para a determinagdao de padrdes de qualidade. No Brasil, a
Instrucdo Normativa de n°06/2012 estabelece os padrbées de identidade de
fermentados acéticos, em todo o territorio nacional (Brasil, 2012).

O vinagre de Kombucha é obtido a partir da acetificacdo do mosto do cha
verde proveniente da fermentagdo da kombucha, este fermentado acético
atualmente é produzido de forma artesanal. Contudo, as substancias bioativas
provenientes da kombucha podem acrescentar propriedades nutritivas ao vinagre de
kombucha. Rodrigues (2021) analisou a viabilidade da fermentacdo de kombucha
vencidas para a produgao de vinagre, obtendo um fermentado acético.

A Instrugdo Normativa n°06/2012 nao contempla parametros de identidade e
qualidade deste fermentado acético, por isso ha necessidade da obtencdo do
vinagre de kombucha por um processo fermentativo padronizado. Neste sentido, o
presente trabalho tem como objetivo a obtencéo do vinagre de kombucha a partir de
diferentes fontes vegetais, estabelecendo parédmetros de produgdo durante a
fermentacdo com intuito de minimizar diferencas entre os lotes produzidos,
garantindo a seguranga e a presenga de substancias bioativas responsaveis pelas

propriedades farmacoldgicas e nutricionais associadas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter o vinagre de kombucha a partir de um processo padronizado, utilizando
diferentes fontes vegetais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar kombucha a partir de cha verde e sucos de fruta tropicais nordestinas;

e Avaliar o processo de fermentagcédo acética sob parametros fisico-quimicos (pH,

acidez total e teor de sdlidos soluveis) durante o desenvolvimento do vinagre;

e Realizar controle de parametros fisico-quimicos relacionados ao processo
produtivo e do produto final (pH, acidez total, sdlidos soluveis, extrato seco total e

teor alcodlico);

e Determinar fluxograma final de processo e pontos do processo de

desenvolvimento da kombucha e do vinagre.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROCESSOS FERMENTATIVOS NA ELABORACAO DE ALIMENTOS: TIPOS E
CARACTERISTICAS DA FERMENTACAO E PRODUTOS OBTIDOS

A fermentagado de produtos alimenticios é utilizada desde a antiguidade para
diferentes finalidades, seja para conservagédo de alimentos, aumento da qualidade
nutricional pela formacdo de compostos bioativos, seja para melhorar a
digestibilidade e conferir caracteristicas sensoriais especificas (Hur et al., 2014;
Martin; De Dea Lindner, 2022).

Existem diversos tipos de alimentos fermentados espalhados pelo mundo,
consumidos culturalmente e provenientes de diferentes fontes, tais como: vegetais,
laticinios, graos, frutas, mel, peixes, carnes e chas (Xiang et al., 2019). Estima-se
que aproximadamente um terco dos alimentos consumidos no mundo séao
fermentados, alguns dos mais conhecidos sdo queijos, leites fermentados, o péo,
bebidas alcodlicas e nao alcodlicas, molhos, condimentos, entre outros (Xiang et al.,
2019; Martin; De Dea Lindner, 2022; Tamang et al., 2020).

Segundo a definigdo bioquimica, a fermentagdo € um processo de
transformagdes quimicas realizadas por microrganismos em anaerobiose para
obtencdo de energia, o que abrange principalmente as fermentagdes alcodlicas e
laticas, mas esse conceito ndo se aplica a outros tipos de produtos fermentados
(Martin; De Dea Lindner, 2022).

De acordo com a Associacdo Cientifica Internacional para Probidticos e
Prebidticos (ISAPP), o processo fermentativo pode envolver variagdes nas vias
metabdlicas, incluindo o metabolismo aerdbio, o que abrange produtos como a
kombucha e o vinagre que sédo fermentados, principalmente por bactérias de acido
acético (AAB) (Marco et al., 2021). Assim, entende-se como fermentagdo o
processo natural realizado pelo crescimento microbiano através do catabolismo de
substancias orgénicas complexas por acao enzimatica, gerando produtos
metabdlitos secundarios (Marco et al., 2021; Xiang et al., 2019).

A atividade enzimatica durante a fermentagdo é definida, desejada e
controlada para obtencdo de substancias especificas, com atividade que vao atribuir
caracteristicas, texturas, substancias bioativas e aromas especificos. Sendo assim,
fica explicita a diferenca entre a fermentacdo e o processo de deterioracdo de

alimentos, visto que ambos prosseguem durante o crescimento microbiano, mas
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este ultimo ndo é intencional e inviabiliza o consumo seguro do alimento (Marco et
al., 2021).

Os microrganismos relacionados a fermentagao de matrizes alimentares sao
bactérias, fungos e leveduras. De acordo com o processo de fermentagéo e dada a
concentragdo de seus metabdlitos principais podem ser caracterizadas segundo
essa producdo: alcodlica, acética, latica, propibnica, com producdo de amdbnia e
acidos graxos (Marco et al., 2017).

A principal espécie de microrganismo relacionada a producéo de etanol € a
Saccharomyces cerevisiae, utilizada na fermentagcdo de bebidas alcodlicas como a
cerveja. Ja lactatos sao obtidos por bactérias de acido latico (LAB), como exemplo
0os géneros Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus e
Bifidobacterium, que sao encontradas em alimentos lacteos fermentados, vegetais,
carne e cereais fermentados. Além destes, podemos encontrar as AAB,
representadas pelo género Acetobacter, responsaveis pela fermentagdo de acidos
organicos, produtores de acidos propidnicos como o Propionibacterium
freudenreichii, assim como os produtores de amoénia e acidos graxos produzidos por
bacilos e bolores (Villarreal-Soto, 2018; Marco et al., 2017).

Durante o processo de fermentagdo de alguns produtos, alguns alimentos
podem ser submetidos a operagbes unitarias que vao inativar esses
microorganismos antes do consumo, como na producdo de paes e vinhos. Assim,
os alimentos fermentados podem ser classificados segundo a presenga ou auséncia
desses microrganismos viaveis no produto final, como mostra a Figura 1 (Marco et
al., 2021). Mesmo sem viabilidade, esses alimentos possuem substancias ativas e
vitaminas que foram produzidas ao decorrer da fermentagdao, conferindo

beneficios ao serem consumidas (Martin; De Dea Lindner, 2022; Rezac et al., 2018).
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Figura 1: Alimentos fermentados classificados segundo a presenga ou auséncia de

microrganismos Vivos.

ALIMENTOS

(FERMENTADOSJ (NAO FERMENTADOS]
[Com microrganismos vivos] [Sem microrganismos vivoj
( N\
N - Pdes levedados
- Iorgute, kefir, kombucha; - Paes quimicamente;
- miss0, natto, tempeh; - vegetais fermentados, linguigas, - linguigas frescas;
- vegetais fermentados sem molho de soja, vinagre e kombucha - legumes em conservas
tratamento térmico; tratados termicamente; (salmoura e/ou vinagre);
- maior parte dos queijos; - vinhos, maior parte das cervejas e - molho de soja
- salame e salsichas sem bebidas destiladas; (produzido quimicamente);
tratamento térmico. - café e cacau fermentado - carnes e peixes processados,
(ap0ds torrefagdo). salgados ou curados.
& J - J

Fonte: baseado e adaptado de Marco et al. (2021).

Portanto, os alimentos fermentados podem ser incluidos na classificacdo de
alimentos funcionais e subdivididos em probidticos, prebidticos e simbidticos (Xiang
et al, 2019). Os alimentos probidticos sdo definidos internacionalmente pela
Organizagdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) como
alimentos que contém microrganismos vivos que ao serem administrados em
quantidades adequadas, vao conferir beneficios a saude do hospedeiro (Saad,
2006; Hotel et al., 2001).

O Ministério da Saude através da RDC N° 241/ 2018 reforca a necessidade
de garantir a seguranga e os beneficios que traz o consumo, sendo necessario uma
série de exigéncias para que um produto seja rotulado como probidtico. Algumas
delas sédo a caracterizagao da espécie desses microrganismos conhecidos, estando
estes viaveis e em concentragdes suficientes nos alimentos que garantam o efeito
apos a sua ingestdo, trazendo beneficios consideraveis e conhecidos a saude
(Colegiada et al., 2018).

Os prebidticos sdo substratos alimentares digeriveis apenas pela microbiota
intestinal, o que afetam beneficamente o hospedeiro, ja os simbidticos sdo aqueles
em que o probidtico e o prebidtico estdo associados e essa interacdo pode
potencializar a sobrevida do probidtico no intestino (Saad, 2006). O consumo de
alimentos fermentados, assim como seus produtos metabdlitos, podem levar a
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algumas melhorias na saude e na qualidade de vida dos seus usuarios, como por
exemplo: diminuicdo de disturbios gastrointestinais, melhoria na digestibilidade,
aumento na tolerdncia a glicose, diminuicdo dos riscos de doengas
cardiovasculares, diabetes, doencga artritica, problemas hepaticos e outros (Xiang et
al., 2019).

Os beneficios supracitados estdo relacionados as enzimas e compostos
bioativos presentes em sua composi¢cdo, como enzimas ligninoliticas, que sao
capazes de metabolizar carboidratos hidrolisando glicosideos fendlicos, liberando
agliconas livres com potencial antioxidante, sendo muito utilizados na industria de
alimentos e bebidas (Hur et al., 2014; Vattem; Shetty, 2003). A popularizagao
destas propriedades resultou em um aumento no numero de vendas e uma
ascensao no mercado de alimentos funcionais, principalmente em decorréncia da
pandemia do coronavirus, visto que a populacido passou a consumir mais alimentos
associados a saude e bem-estar (Mckinsey; Company, 2021).

3.2 KOMBUCHA: DA FUNGAO ALIMENTAR A TERAPEUTICA

A Kombucha é uma bebida milenar tradicional na Asia que comegou a ser
consumida por volta de 220 a.C, na Manchuria, no nordeste da China. Devido as
suas propriedades energéticas e desintoxicantes ganhou popularidade, se
disseminando ao longo dos anos pelas rotas comerciais. Por volta de 414 dC o
médico coreano Kombu comecgou a tratar problemas intestinais do Imperador da
época, acarretando na introducdo da bebida no Japao. A bebida ficou conhecida
como “Kombucha” em homenagem ao meédico, e logo depois foi introduzida em
varios paises do mundo sendo conhecido pelos beneficios nutricionais e funcionais
que desempenha no organismo (Da Silva Junior et al., 2022).

A kombucha é uma bebida fermentada a partir do cha de folhas de Camellia
sinensis, geralmente utiliza-se o cha verde adogado, cha oolong ou o cha preto,
utilizando um consorcio de bactérias e leveduras, conhecido como fungo do cha ou
Colbnia Simbidtica de Bactérias e Leveduras (SCOBY) como inéculo (De Filippis et
al., 2018; Brasil, 2019). No Brasil, os padrbes de identidade e qualidade da
kombucha estdo descritos na Instrucdo Normativa n° 41, publicada em 2019 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2019).

O processo tradicional de fermentacdo utiliza equipamentos simples e
ingredientes de facil acesso, as principais etapas estdo descritas na Figura 2,



21

comegando pelo preparo da infusdo da Camellia sinensis geralmente do cha verde,
seguindo da inoculagdo do SCOBY, contendo o consércio de bactérias e leveduras,
adicionando o liquido starter oriundo de uma fermentagéo anterior (Da Silva Junior et
al., 2022). Essa fermentagdo consiste em duas etapas, aerdbica e anaerdbica,
sendo a ultima realizada durante o envase da bebida, sendo a metodologia descrita
por Jayabalan et al. (2014) é referido como o processo padréo (Dutta; Paul, 2019;
Da Silva Junior et al., 2022).

Figura 2: Processo de fermentagao e obtencao da kombucha tradicional.

(4) “2 100 (B) (©) Camellia sinensis
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-

| wn |

W
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N . _ 4
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Legenda: A - Aquecimento de agua potavel a 100 C; B - Adigdo de agucar; C- Infusdo do cha verde

(E) (D)

(Camélia sinensis); D - Cultura Simbiética de Bactérias e Leveduras (SCOBY); E - Inoculagéo do
SCOBY no cha verde adogado, seguido da adigao do liquido starter; F- Fermentagéo aerobica; G-
Fermentagéo anaerdbica.

Fonte: Da Silva Junior et al.(2022).

A fermentacdo consiste na metabolizagdo do agucar presente no cha pelas
leveduras obtendo etanol e dioxido de carbono, ao mesmo tempo que as AAB
metabolizam o etanol produzindo acidos orgénicos, como o acido aceético e
glicurénico (Miranda et al., 2016). Esse consorcio desenvolve uma pelicula
celulésica na interface entre o liquido e o ar atmosférico, sendo esse processo
realizado em aerobiose (De Filippis et al., 2018). O biofilme composto por celulose
microbiana proveniente de diferentes fontes de carbono, como a glicose, etanol,
sacarose e glicerol, passa por diversas reagbes bioquimicas extracelulares por
bactérias principalmente do género Acetobacter. As fibrilas de celulose se ligam a
célula bacteriana, permitindo o seu crescimento rapido sob condigdes controladas,
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formando a estrutura do SCOBY (Villarreal-Soto et al., 2018).

Trés tipos de fermentagdo compdem o processo de fabricagdo da kombucha,
sendo elas a fermentacgé&o alcodlica, latica e acética (Villarreal-Soto et al., 2018). Os
principais microrganismos representados sdo as AAB do género Komagataeibacter,
Gluconobacter e Acetobacter (De Roos; De Vuyst, 2018), as LAB sao do género
Lactobacillus e Lactococcus (Marsh et al., 2014), e leveduras sendo elas
representadas pela Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii,
Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii,
Torulaspora delbrueckii e Brettanomyces bruxellensis (Villarreal-Soto et al., 2018).

Outros metabdlitos sao produzidos por este consércio de bactérias e
leveduras, como &cidos orgéanicos: o acético, glucdnico, tartarico, malico e, em
menor propor¢ao, o acido citrico, que atribuem sabor azedo caracteristico
(Villarreal-Soto et al., 2018). Além de vitaminas hidrossoluveis como C, B1, B2, B3,
B6 e B12, além do acido félico e varias enzimas (Miranda et al., 2016).

A composigao quimica do Kombucha, assim como os polifendis presentes no
cha (Jayabalan et al., 2014), podem ser responsaveis pela associacdo do consumo
dessa bebida aos varios beneficios relacionados a saude (De Filippis et al., 2018).
Alguns deles estdo associados ao melhoramento da resposta imunoldgica, redugéo
da pressao arterial, acdo desintoxicante, antidiabético, antioxidantes e
anticancerigenos (De Filippis et al., 2018; Greenwalt; Steinkraus; Ledford, 2000).
Assim, com a divulgagdo no mercado mundial de bebidas funcionais, a kombucha
vem ganhando popularidade gragas aos seus beneficios (Dutta e Paul, 2019).

3.3 VINAGRE: PROCESSAMENTO, USO ALIMENTAR E MEDICINAL

O vinagre originalmente obtido do vinho de uvas e da cerveja decorrente da
fermentacdo espontanea destes produtos. Utilizado principalmente como
condimentos na preparacdo de molhos para salada e como conservante em
alimentos, possui propriedades nutritivas e atividades biorreguladoras no organismo
humano (Aquarone et al., 2001; Veloso, 2013; Budak et al., 2014). O vinagre de
maca € um exemplo de vinagre produzido a partir de frutas, que possui potenciais
propriedades antifungicas (Mota et al., 2015), atua na prevencgéo de hiperlipidemia
(Budak et al., 2011), entre outras fung¢des farmacoldgicas relatadas (Song et al.,
2019).

Na obtencdo do vinagre sao necessarias duas etapas no processo
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fermentativo, uma fermentacao alcodlica e outra acética, podendo ser classificada
de acordo com a matéria-prima de origem e quanto ao tipo de processo de
fabricacdo. A partir da matéria-prima utilizada que se inicia a producéo de alcool,
faz-se a classificagdo do vinagre, em: vinagres de sucos de frutas, de tubérculos,
cereais, de matérias-primas agucaradas e de alcool (Budak et al., 2014).

Os microrganismos utilizados na primeira fermentagdo sao leveduras
representadas pela Saccharomyces cerevisiae, ocorrendo uma fermentagao
anaerdbia para a producédo de alcool. Em sequéncia, a fermentagao acética ocorre
obrigatoriamente de forma aerdbica com a adicao de uma variedade de bactérias de
espécies do género Acetobacter, que vivem em simbiose aumentando assim o seu
metabolismo. Alguns fatores podem influenciar diretamente na qualidade do vinagre,
como por exemplo, os componentes da matéria-prima, presenca de contaminantes,
tempo de fermentacdo, tipo e controle do processo fermentativo, entre outros
parametros (Aquarone et al., 2001).

Alguns processos utilizados na fabricagdo de vinagre s&o classificados pelo
seu nivel de complexidade e pelo tempo de incubagdo, sido eles: o processo lento
(Orléans, francés ou em superficie), o processo rapido (ou alemao) e o processo
submerso. O processo lento € o mais tradicional utilizando parametros de controle
simples para melhorar a sua produtividade, como por exemplo, a preferéncia de
vinhos a partir de frutos, mel e cereais, a temperatura regulada entre 20 e 25°C, uma
relagdo maior de area sob o volume utilizado, trabalha-se com altos niveis de acidez
em um processo semicontinuo, que é a retirada de vinagre e adigao de novo vinho,
conhecido como “corte” (Aquarone et al., 2001; Siepmann et al., 2015).

O processo rapido é realizado em equipamento chamado gerador de vinagre,
constituido por compartimentos que permitem a entrada e saida de ar, recirculagao e
a retirada do vinho. A mistura ou mosto como também é chamado passa pelo
gerador até haver a conversao total do etanol em acido acético. Ja o processo
submerso possui uma alta eficiéncia e produtividade quando comparado aos demais
processos, utiliza um acetificador (fermentador) com aeradores tipo auto-aspirante
localizado no fundo do tanque, fornecendo ar em todos os pontos do mosto, contém
serpentina para controle da temperatura, assim como outras tecnologias. Portanto, a
automacgao permite um controle maior no processo de acetificagdo em menor tempo
de incubagao, chegando a horas o0 mesmo processo que levaria semanas ou meses
em métodos tradicionais (Aquarone et al., 2001).

A nivel industrial o processo submerso é o mais utilizado em diversos paises,
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mas ainda encontramos a fabricagdo de vinagres finos por meio de processo lento

(tradicional), podendo ser envelhecidos em barris com intuito de atribuir aromas e

sabores especificos. As principais etapas utilizadas no processamento de vinagre

sdo apresentadas na Figura 3 (Budak et al., 2014).

Figura 3: Fluxograma dos diferentes tipos de processamento para fabricagao de

vinagre.
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Apds 0 envasamento em embalagem propria, com material resistente e de

qualidade, o vinagre deve ser submetido a processo de pasteurizagao a temperatura

de 60 a 66°C, por 30 minutos (Xavier et al., 2009). O processo de pasteurizagao é

utilizado para impedir a oxidagao total de acido acético, destruindo ou inativando
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parte da populagdo microbiana, o que consequentemente melhora as caracteristicas
sensoriais e organolépticas do produto acabado (Aquarone et al., 2001).

Existe uma grande variedade de vinagres fabricados pelo mundo, o famoso
vinagre balsamico € produzido tradicionalmente a partir de mostos cozidos e
concentrados de uvas brancas ou tintas, esse vinagre possui um sabor agridoce
devido ao seu longo envelhecimento em barris num processo semi-industrial
(Meneguzzo e Rizzon, 2006); o vinagre xerez produzido na Espanha; o vinagre de
caldo de cana fermentado, muito utilizado nas Filipinas; o vinagre japonés Kurosu e
o vinagre chinés Zhenjiang que sao produzidos a partir de arroz (Nishidai et al.,
2000; Xu; Tao; Ao, 2007); o vinagre de kombucha e o vinagre de batata sao
produzidos no Japao ( Budak et al., 2014).

Mediante a grande variedade de vinagres existentes, foram criados
procedimentos que auxiliam na deteccdo de possiveis adulteragdes, determinando
componentes proprios da matéria-prima utilizada, como por exemplo, o acido
tartarico e antocianinas presentes em vinagre de vinho tinto (Aquarone et al., 2001).
Sabe-se que outros acidos organicos, além do acido acético, podem ser produzidos
pelas Bactérias de Acido Acético, alguns exemplos sdo o &cido tartarico, latico,
malico e citrico, sendo obtidos por vias oxidativas de agucares e alcoois presentes
(Budak et al., 2014; Sengun; Karabiyiklil, 2011).

Muitos efeitos terapéuticos estao atribuidos a utilizagao de diferentes tipos de
vinagres, gragas a presenga de substancias bioativas, como por exemplo, a pectina
e o0 beta-caroteno presentes no vinagre de cidra de macga, essas substancias estéao
associadas a redugao de colesterol e na prevengdo de doengas cancerigenas,
respectivamente (Aquarone et al., 2001).

A capacidade antimicrobiana associada ao vinagre de arroz foi avaliada frente
a inoculagdo de E. coli O157:H7 em alfaces, observando uma redugédo na carga
microbiana. Essa atividade deve-se principalmente a passagem de acido acético
pela membrana bacteriana levando a morte celular (Chang; Fang, 2007). A atividade
antioxidante esta diretamente relacionados a presenca de compostos fendlicos,
como tirosol e acido ferulico, estes encontrados no vinagre Kurosu a base de arroz
japonés (Nishidai et al., 2000; Seki et al., 2008) e no vinagre balsdmico em especial
pela presenca de melanoidinas (Xu; Tao; Ao, 2007).

Atualmente a fabricagdo de vinagre a partir de kombucha vem sendo

realizada de forma artesanal para consumo préprio, sem uma padronizagao no
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processo fermentativo conhecido, o que aumenta a variabilidade da concentracédo de
substancias bioativas. No entanto, Rodrigues (2021) mostrou que ha necessidade de
estudos complementares para a produgcdo deste vinagre em grande escala,
principalmente por fabricas de kombucha, padronizagado do processo fermentativo e
otimizagao da rentabilidade na produgao de acido acético durante a fermentacao.
Alguns fatores estao relacionados as variagdes do processo fermentativo,
sendo eles parametros como temperatura, tempo de fermentagao e pH do meio, que
podem selecionar e induzir o metabolismo de algumas espécies de bactérias de
interesse durante o cultivo (Villarreal-Soto et al., 2018). Por isso, existe a
necessidade da obtencéo do vinagre de kombucha a partir do processo fermentativo
padronizado, a fim de minimizar diferencas entre as producdes, garantindo a
seguranga e a presencga de substancias bioativas que vao proporcionar propriedades

funcionais ao organismo.

3.4 PADRONIZAGCAO DE PROCESSOS NAS INDUSTRIAS DE ALIMENTOS

A padronizagdo de processos consiste na uniformizacdo das atividades
realizadas, com o estabelecimento de documentos e padrées (Valls, 2005), sendo
um dos elementos que compde a gestdo da qualidade (Teixeira et al., 2014). A ISO
(International Organization for Standardization) € uma organizagado internacional
para padronizagdo que através da implementagcdo de normas, NBR ISO 9001,
promove o estabelecimento do sistema de gestdo da qualidade e a padronizagao
das atividades (Marshall Junior et al., 2010). A empresa que cumpre as normas
vigentes da ISO pode receber um certificado através de um processo de auditoria de
certificacdo que comprova o cumprimento de todos os requisitos de referéncia
(Mendes, 2007).

Na industria de alimentos o funcionamento da gestdo da qualidade
proporciona aos seus clientes, um produto dentro dos padrées de qualidade e
seguranga alimentar, impactando diretamente na rentabilidade das empresas
(Telles, 2014). Com o estabelecimento de todos os processos em uma cadeia
produtiva, procedimentos e operagdes, desde o recebimento da matéria prima até a
producao final, a gestdo da qualidade atua padronizando os processos de acordo
com a legislacédo vigente do produto, assim como as normas internas da empresa
(Nougueira, 2022).
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A principal fungdo da padronizagdo é permitir que a empresa ofereca
produtos e servicos com as mesmas caracteristicas, mantendo o padrdo de
qualidade, atendimento, prazo e custos ao cliente (Silva; Duarte; Oliveira, 2004),
contribuindo para a diminuicdo da variabilidade dos processos (Polo-Redondo;
Cambra-Fierro, 2008). Utilizada para controlar, prever e minimizar erros, um sistema
de padronizagao cria e estabelece padrdes de desempenho e de procedimentos
(Lucena; Araujo; Souto, 2006; Sandoff, 2005). Trata-se de uma documentacao
formal, organizada em formato de texto ou graficos, estabelecendo conexdes entre
as atividades desenvolvidas, pessoal e objetivos seguindo um fluxo de trabalho
(Ungan, 2006).

Com isso, o controle dos processos de fabricagdo se da pela instalagao de
um programa de controle de qualidade interno, visando a integridade dos alimentos
produzidos, possibilitando a identificacdo e avaliagao dos desvios pela empresa, de
forma a assegurar o controle dos perigos, combinando PPR (programa de
pré-requisitos), PPR operacional e o Plano APPCC (Analise de Perigos de
Pontos Criticos de Controle) (Garcia, 2015).

O PPR oferece condicdes basicas para a producao de alimentos seguros,
fazendo o uso de documentos como BPF (Boas Praticas de Fabricagéo) e POP
(Procedimentos Operacionais Padronizados). O PRP operacional gerencia o
controle de perigos fora dos pontos criticos de controle, diferentemente da
ferramenta APPCC, que verifica os padrdes aceitaveis aos pontos criticos de
controle, diretamente ligado a redugcdo de contaminagao na industria alimenticia
quando aplicado corretamente (ABNT, 2006; Barreto et al.,2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido de forma experimental obtendo a formulagédo de
vinagre de kombucha em escala reduzida através da padronizagao fisico-quimica do

processo fermentativo.

4.2 MATERIAL DE ESTUDO

As matérias primas utilizadas foram adquiridas em lojas especializadas e
certificadas, sao eles: a kombucha comercial ndo pasteurizada da marca Zai
Kombucha, utilizada para dar inicio ao inéculo fermentativo, conhecida como a
Colbnia Simbiodtica de Bactérias e Leveduras (sigla em inglés, SCOBY), folhas de
cha verde (Camellia sinensis var assamica) para as infusbes, da marca
Yamamotoyama, além de frutas tropicais tipicas do nordeste brasileiro sendo elas:
manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata) e sapoti (Manilkara
zapota). As frutas foram adquiridas em maio de 2023 em loja especializada na
cidade de Igarassu.

Os experimentos de fermentacado e analises fisico-quimicas foram realizados
no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, em parceria do Laboratério
de Sinteses Organicas Aplicada a Farmacos, ambos do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas — CCS, UFPE, que apoiou de forma direta na realizacdo de alguns

testes.
4.3 PROCESSAMENTO DE VINAGRE DE KOMBUCHA

O método lento e continuo de fermentagéo, conhecido como método Orléans,
foi utilizado e adaptado para a obtengéo de vinagre de kombucha, o experimento foi
realizado em fermentadores tradicionais (SIEPMANN et al., 2015). O SCOBY foi
utilizado como inéculo de bactérias acéticas e leveduras que ficam dispersas no
mosto e na interface da superficie do liquido em contato com o oxigénio. Os

processos podem ser divididos em quatro etapas, como mostra a Figura 4.



Figura 4: Fluxograma de delineamento experimental para processamento de

obtengao do vinagre de kombucha.
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O estudo foi realizado como mostra a Figura 5, seguidos de particbes para

apenas cha verde. As fermentacdes descritas foram realizadas em triplicata.

aumentar o numero de fermentadores e representatividade entre as diferentes

amostras vegetais, utilizando como controle a fermentagdo do vinagre contendo
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Figura 5: Fluxograma de delineamento das amostras analisadas para

processamento de obtengao do vinagre de kombucha.

1° ETAPA Kombucha comercial

V 156 dias de fermentagao

Preparacao do Inéculo
Indculo + Starter

2° ETAPA . i
Adicdo do SCOBY + Starter + cha verde
Fermentacao da Kombucha N/ 6dasdefementacio N
Kombucha A Kombucha B
3° ETAPA N/ i5diasdefemmentacao W
. N Obtencao da Obtencéo da
Saborlzagao Kombucha A Kombucha B
4° ETAPA N v A4 v/
Kombucha Kombucha Kombucha Kombucha
Fe rmentagéo do Vinagre +5Suco ACE Suco MAN +Suco SAP +Cha
3dias de fermentacao
v A4 v v
V- ACE - V- MAN \ - SAP V-BRA
1A 1A 1A 1A
V- ACE - V- MAN \ - SAP V- BRA
1B 1B 1B 1B

Fonte: A autora, 2023.

Cada uma das trés kombuchas comerciais correspondem a um inéculo
utilizado, sendo dividido cada uma em dois fermentadores de kombucha
(duplicatas), totalizando seis fermentadores. Uma duplicata foi desprezada por
apresentar alteragcbes na fermentagéo, restando assim as duplicatas A e B (22
etapa). Posteriormente, foram subdivididas e saborizadas, adicionando o suco de
acerola, manga e sapoti, mantendo como controle o vinagre a base de cha verde.
Em seguida, foram divididas novamente em triplicatas, obtendo 24 fermentadores ao
total, com representatividade de seis fermentadores por sabor para obtencédo dos

vinagres.
4.3.1 Etapa 1: Preparagao do in6culo

Foram obtidas trés amostras de kombucha sabor uva da Zai Kombucha, em

que foram dispostas em fermentadores pequenos para que o inoculo de SCOBY
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fosse formado, comprovando assim a atividade dos microrganismos dispostos no
liquido. Este processo ocorreu em 15 dias de fermentagdo, foi realizado em
triplicata, sendo o fermentado dividido posteriormente para garantir confiabilidade

dos resultados e representatividade das amostras vegetais utilizadas.
4.3.2 Etapa 2: Fermentagao da Kombucha
4.3.2.1 Confecgao do mosto de fermentacao

Seguindo a Instrugdo normativa (IN) n°54/2020 do Ministério da Agricultura
(MAPA) o mosto foi composto pela infusdo aquosa de cha verde (Camellia sinensis
var assamica), utilizando agua potavel como estabelecido em legislacdo do
Ministério da Saude (Portaria n® 2.914/2011). Foi utilizado o processo de infusdo a
quente por 10 min a temperatura de 80°C, com a propor¢ao de 5% p/v de material
vegetal seco rasurado.

A sacarose foi obtida comercialmente seguindo a RDC n°® 271/2005, sendo
adicionada ao mosto na concentragao de 70 g/L, posteriormente foi submetida ao
processo de filtragdo. A Cultura Simbidtica de Bactérias e Leveduras (SCOBY) e o
liquido starter (oriundo da preparacao do indculo) foram adicionados a cada mosto

para obtencéo do liquido fermentado: a kombucha.
4.3.2.2 Processo de obtencdo da kombucha

Com a obtengao dos indculos, foram divididos e dispostos em fermentadores,
adicionando o mosto obtido através da infusdo aquosa de cha verde adogado (1,5L),
juntamente com o SCOBY e o starter. Em seguida, o fermentador foi coberto com
tecido, o que permitiu a oxigenagado do mosto durante todo o processo, com 15 dias
foi adicionado a mesma proporgéao de cha verde adogado ao mosto, permanecendo
por mais 15 dias de fermentacao até a obtengdo da kombucha. Apds a obtencéo da
kombucha, houve um fracionamento entre as duplicadas, obtendo quatro
fermentadores por indculo inicial, para que cada SCOBY fosse retirado e o suco de
frutas adicionado ao mosto fermentado. Aguardou-se aproximadamente 72 horas e o

fermentado foi submetido a filtracao.
4.3.3 Etapa 3: Saborizagcao com amostras vegetais

As frutas, vegetais e especiarias seguem a legislagdo especifica da Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), Resolucdo RDC n° 276/2005. Apds a
selecdo das frutas utilizadas foram lavadas e sanitizadas por imersdo solugédo de
hipoclorito de sédio 200 ppm por 10 minutos. Utilizou-se a polpa de frutas com
adicdo de agua potavel de 50% m/v, para facilitar o processo de trituragdo com o
auxilio de um liquidificador industrial.

Apos o processo de obtencdo dos sucos, as matérias primas foram
refrigeradas para estabilizacdo das amostras e seguiram para o processamento de
kombucha, sendo submetidas ao processo de filtracdo apds 3 dias de fermentacao.
Em seguida, cada mosto saborizado foi subdividido em duplicatas, totalizando 8

fermentadores por indculo inicial, para posteriormente obter o vinagre de kombucha.
4.3.4 Etapa 4: Fermentagao do vinagre de kombucha

A kombucha saborizada foi submetida ao processo de fermentacdo 2,
seguindo a metodologia de Orléans. Foi observado a acidificagdo, assim como os
parametros fisico-quimicos do mosto ao longo do tempo. As verificagcbes foram
realizadas no tempo 0, apds 30 e 60 dias.

Com a obtengdo dos fermentados acéticos foi realizado o processo de
filtracdo, seguida de uma pasteurizagdo a fim de garantir a uniformidade e
estabilidade do produto. O fermentado foi acondicionado em frascos de vidro
devidamente fechados, aquecidos em banho-maria a 65°C por 25 minutos, apds o

procedimento, este foi resfriado a temperatura ambiente.

4.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS PARA ACOMPANHAMENTO DE
PROCESSO E PRODUTO FINAL

As analises foram realizadas através de medigdes de pH e determinacédo do
teor de solidos soluveis (°Brix) durante todo o processo de fermentacdo para
obtencéo do indculo e da kombucha.

Durante o acompanhamento de obtencdo da kombucha, os parametros foram
medidos no intervalo de 5 dias, durante 35 dias, e ao final do processo foi
determinada a acidez total titulavel expressa em acido acético (g/100ml), como
mostra a Figura 6. Os parametros foram baseados conforme a IN n°® 41/2019, que
segue as exigéncias para padrao de identidade e qualidade da kombucha em todo o

territorio nacional (Brasil, 2019).
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Figura 6: Fluxograma do acompanhamento dos parametros para padronizagao de

processamento de vinagre de kombucha.
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Fonte: A autora, 2023.

Realizou-se a avaliagdo dos fermentados acéticos conforme os requisitos
fisico-quimicos no tempo 0 e nos tempos de 30 e 60 dias. Para a verificacdo da
estabilidade fisico-quimica as amostras foram pasteurizadas e mantidas sob
refrigeracdo, armazenadas em recipientes de vidro e vedadas.

Para o produto final foram avaliados o teor de acidez total titulavel e em acido
acético (g/100ml), o teor alcodlico (%v/v) a 20°C, extrato seco total (g/L), pH e
determinacgdo do teor de sdlidos soluveis (°Brix), conforme exigéncias para padrao
de identidade e qualidade de fermentados acéticos descritos na IN n°06/2012
(BRASIL, 2012), foram utilizados os métodos descritos nas Normas Analiticas do

Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) com analises em duplicata.
4.4.1 Determinacgao dos sélidos soluveis por refratometria (°Brix)

A determinacgao dos solidos soluveis de uma amostra pode ser estimada pelo
indice de refracdo com o auxilio de um refratdmetro, o qual € medido e expresso por

°Brix, quando comparado com tabelas de referéncias indica o teor de agucar
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aproximado presente no mosto. Pode-se estimar que 1 grau Brix corresponde a 1g
de sdlidos soluveis (carboidratos) dispersos em 100g de mosto (Corazza; Rodrigues;
Nozaki, 2001).

4.4.2 Determinagao de pH

O pH das amostras foi determinado pelo método de leitura direta pelo
aparelho digital Edutec JK-PHM-005 provido de eletrodo. Possibilitando assim, uma

medida simples, direta e precisa do pH (IAL, 2008).
4.4.3 Determinacgao de acidez total titulavel e em acido acético

O método de titulagdo volumétrica foi utilizado para a quantificagdo da acidez
total das amostras, utilizando uma solucdo de NaOH 0,1 mol L-' como titulante e
uma solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1% como indicador. Para cada titulagéo,
utilizou-se 10 mL do mosto diluido com 10 mL de agua destilada (1AL, 2008; Tessaro
et al., 2010). A partir do volume gasto de NaOH determinou-se a acidez total e a
acidez expressa em acido acético, segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2008), expresso em meqg/L e em g de acido acético por 100 mL,
respectivamente.

Vox fxMx1000
14

= Acidez em meq/L

%;‘nﬂ= Acido acético, g por 100 mL

Em que, Vo é o volume de solugdo de hidroxido de sddio gasto na titulagao
em mL, M corresponde a molaridade da solugao de hidréxido de sddio, frepresenta
o fator de correcdo da solucdo de NaOH, PM corresponde ao peso molecular do
acido acético, V trata do volume da amostra em mL e n equivale ao numero de

hidrogénios ionizaveis do acido acético.
4.4.4 Determinacgéao de teor alcodlico (%v/v)

O teor de alcool presente no fermentado foi realizado pelo método da
densidade do destilado obtido a partir da amostra. Foram transferidos o equivalente
a 100ml da amostra a temperatura ambiente para um baldo de destilacao contendo

5 mL de agua destilada, em seguida foi colocada sob uma manta aquecedora
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acoplado com um condensador de refluxo, o qual ficou fechado armazenando assim
a fracao destilada que condensou (Tessaro et al., 2010).

Foi recolhido 25 ml e completou-se o volume em 100 mL com agua destilada.
Posteriormente foi determinada a densidade com auxilio de um picnémetro, sendo
calculado pela sua relacdo de massa e volume da mistura final (Tessaro et al.,
2010). A graduacéo alcodlica do destilado foi determinada segundo uma conversao
de densidade em porcentagem de alcool descrito nas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.4.5 Determinacgao do extrato seco total (m/v)

Com auxilio de uma capsula de porcelana previamente aquecida em estufa a
100°C (x 5°C) por uma hora e resfriada em dessecador, foi transferido 20 mL do
mosto fermentado com um auxilio de uma pipeta graduada. Em seguida, foi levado
ao banho maria fervente até que a amostra fosse reduzida a uma consisténcia
densa. Assim, o residuo foi levado a estufa a 100°C (x 5°C) por 1 hora, apos o
processo foi resfriado em dessecador e a massa final da amostra foi obtida. O
extrato seco total foi calculado segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 2008), expresso em m/v.

1000x N

~—= Extrato seco (mg/ml)

Em que, N € a massa em grama do residuo seco obtido e V o volume inicial

da amostra.

4.5 DETERMINAGAO DE PONTOS DE PADRONIZAGAO DO PROCESSO
FERMENTATIVO DO VINAGRE DE KOMBUCHA

De acordo com as analises realizadas durante a fermentagao, faz-se
necessario a identificagao de pontos cruciais para a padronizagdo de um processo,
isto €, quando os parametros fisico-quimicos a serem alcancados sao estabelecidos
torna-se possivel ajustar operagdes e tomar medidas que possibilitem o objetivo ser
alcancado. A escolha desses pontos foi possivel a partir do acompanhamento de
todas as etapas através de testes fisico-quimicos que determinam o controle de

qualidade do fermentado acético.



36

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS OBTIDAS DURANTE
ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO E PRODUTO FINAL DE VINAGRE DE
KOMBUCHA

5.1.1 Etapa 1: Obtencgao do inéculo

A fermentacdo a partir da kombucha comercial ocasionou na formacédo do
SCOOBY na superficie do mosto e do liquido starter que foi utilizado como indculo
das fermentacdes posteriores. Na Tabela 1, podemos observar os valores de pH e
sélidos soluveis totais expressos em °Brix, no inicio e no final da fermentagcédo do
in6culo, totalizando 15 dias do processo. Assim, foi possivel a observacdo da
diminuicao do pH de 4,17 para 2,57, indicando uma acidificagcdo do meio devido a
producao de acidos organicos decorrentes da fermentagdo. Os resultados obtidos
foram semelhantes a Lopes et al. (2021) em que acompanhou o tempo de
fermentacdo da kombucha no periodo de 12 dias, observando o decaimento do pH
de 3,8 para 2,78.

Tabela 1 — Caracterizacdo de parametros fisico-quimicos no acompanhamento da

obtencdo do indculo para obtencdo de kombucha.

Parametros: pH °Brix
Inéculo Inicial 3,72+0,15 6,27 + 0,25
Inéculo Final 2,57 +0,12 453 +0,15

Fonte: A autora, 2023.

O decréscimo do pH é desejavel para inibir a proliferacdo de possiveis
microrganismos patogénicos presentes no mosto, por isso a verificagdo do pH é
importante para garantir a seguranga alimentar destas bebidas, evitando possiveis
falhas no processo por contaminantes (Neffe-Skocinska et al., 2017).

Além disso, observou-se o decaimento simultaneo dos soélidos soluveis de
6,27 para 4,53, expressos em °Brix, corroborando com a utilizagdo dos agucares
disponiveis no mosto, pelas bactérias, para a produgdo de acidos organicos.
Durante a fermentagcdo foi possivel a observagcdo da formacgdo do biofilme

homogéneo e uniforme oriundo da simbiose de bactérias e leveduras da kombucha.
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4.3.2 Etapa 2: Fermentagao da Kombucha
4.3.2.1 Confecgao do mosto de fermentagao

Os parametros de pH e solidos soluveis do cha verde adocado, utilizado como
mosto base para a fermentacdo da kombucha foram verificados, apresentando a

meédia de pH no valor de 5,19 e 6,70 em °Brix, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos do cha verde adogado para obtencido de

kombucha.
Mosto: pH °Brix
Cha verde adogado 5,19 +0,10 6,70 + 0,14

Fonte: A autora, 2023.

4.3.2.2 Processo de obtencido da kombucha

Com a fermentagao do cha verde adogado pelo SCOBY e o liquido starter que
foi adicionado, pode-se acompanhar os parametros de pH e os sdlidos soluveis
totais em intervalos de 5 dias, até serem atingidos 35 dias. Assim, foi possivel
observar que no decorrer do processo fermentativo houve uma acidificacdo do
mosto variando o pH de 3,5 para 3,0, como mostra a Figura 7. A kombucha obtida
esta dentro dos parametros estabelecidos pela Instrugcdo Normativa de N° 41 de
2019, em que descreve que o pH deve ficar na faixa de no minimo 2,5 e no maximo
4,2.
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Figura 7 - Grafico de acompanhamento do pH de mosto durante processo de

fermentagao para obtengdo de Kombucha
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Fonte: A autora, 2023.

A baixa variagao dos valores de pH pode estar associada a um possivel efeito
tampao, decorrente da interagdo dos acidos organicos produzidos e seus sais
presentes no meio (Neffe-Skocinska et al., 2017). Corroborando com o estudo
descrito por Suhre (2020) sobre a caracterizagéo fisico-quimica e estabilidade no
armazenamento de diferentes kombuchas comercializadas no Brasil, ndo houve uma
variacao significativa de pH, mesmo com a identificacdo da producao de acidos
organicos.

Assim, foi possivel observar o decaimento simultdneo dos sélidos soluveis
totais medidos em °Brix, como mostra a Figura 8, apresentando 6,30 no inicio e 5,70
ao final da fermentacdo. A IN de N°41/2019 nao contempla parametros
estabelecidos para os solidos soluveis totais na kombucha, mas € possivel associar

esse decréscimo ao metabolismo dos microrganismos presentes no mosto.
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Figura 8 - Grafico de acompanhamento do teor de Sdlidos soluveis totais em °Brix

durante processo de fermentagao para obtengao de kombucha
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Fonte: O autor, 2023.

A medida em grau Brix € uma escala do indice de refracdo de uma solucéo,
corresponde a todos os solidos soluveis totais presentes no mosto, isto €, pode
identificar carboidratos e acidos orgénicos (Dornemann, 2016). Na industria, o
método de analise € muito difundido sendo a escala Brix um pardmetro de
acompanhamento no processo fermentativo (Rodrigues, 2021).

A quantificagdo da acidez total titulavel foi realizada ao final da fermentacao
da kombucha, apresentando o teor de acidez total de 77,80 mEq.L-1, sendo
calculado o equivalente 0,5% (m/v) de acido acético. Os parametros estabelecidos
pela IN N°41/2019 expressam que a acidez volatil pode variar de no minimo 30 e no
maximo 130 mEq.L-1. Assim, a determinagédo da acidez, dos solidos soluveis totais,
0 abaixamento do pH e o SCOBY formado, corroboram com o metabolismo ativo
das bactérias acéticas, e esses resultados indicam a inibicdo do crescimento de

microrganismos indesejaveis nas fermentagdes posteriores.
4.3.3 Etapa 3: Saborizagdo com amostras vegetais

As frutas utilizadas foram a acerola, manga e sapoti que séo frutas tropicais,
esta ultima considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANCs) segundo

Kinuppi, Lorenzi (2014). Os parametros fisico-quimicos dos extratos das frutas
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utilizadas para saborizagao estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos de sucos de frutas - 50% (m/v) adicionadas a

mosto de fermentagao para obtengao de vinagre de kombucha

Polpas de frutas: pH °Brix
Acerola 512 3,00
Manga 6,35 9,50
Sapoti 7,26 8,00

Fonte: A autora, 2023

A acerola possui macros e micronutrientes, uma grande concentragao de
acido ascorbico, carotendides, compostos fendlicos e antocianinas, conferindo
propriedades funcionais ao organismo (Mezadri et al., 2008). Além disso, a acerola
madura apresenta como carboidratos a glicose, a frutose e uma pequena
concentragdo de sacarose (Righetto et al., 2005). O pH encontrado no suco de
acerola com adicado de agua foi de 5,12, ja os solidos soluveis foi de 3,00 °Brix. Os
parametros de identidade e qualidade do suco de acerola estabelecido pela IN
n°37/2018, descreve os valores minimos de 2,80 e 550 para pH e Brix,
respectivamente, sendo assim, podemos atribuir essa variagao dos solidos soluveis
encontrados no suco com a dilui¢ao realizada.

A manga €& uma fruta polposa composta por agua, carboidratos, acidos
organicos, proteinas e vitaminas. De alto valor energético, os carboidratos sao
formados por amido, agucares, celulose, pectina e taninos (Manica et al., 2001).
Possuem compostos bioativos, como: acido ascérbico, carotenoides e compostos
fendlicos, conferindo protecdo ao organismo humano contra espécies reativas de
oxigénio por apresentar propriedades antioxidantes (Leal, 2016; Silva, 2018; Melo,
Araujo, 2011). Os valores de pH e Brix obtidos no suco de manga foram de 6,35 e
9,50, respectivamente. Ja os valores estabelecidos na IN n°37/2018 descreve que
os valores de pH devem ser no minimo de 3,5 e de no minimo de 11,0 de sélidos
soluveis em °Brix, a 20°C.

O sapoti possui uma polpa suculenta, textura macia, coloragao
castanho-amarelada, com sabor doce e agradavel, apresentando como carboidratos
a glicose e em menor concentragao a sacarose (Junior et al., 2014; Soares, 2018).
Estudos desenvolvidos por Singh et al, (2016) descreveram quantidades

significativas de polifendis, como acido galico, catequina e quercetina em extrato de
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polpa e casca de sapoti, avaliados por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). Além
disso, o sapoti contém micronutrientes como minerais e vitaminas A, C e vitaminas
B1, B2 e B5, sendo um fruto com propriedades nutricionais e funcionais ao
organismo humano (Brito; Narain, 2002). O valor de pH obtido no suco de sapoti foi
de 7,26, como apresentado na Tabela 3, com relagdo aos sélidos soluveis totais, o
valor encontrado foi de 8,00 em °Brix. Segundo os parametros descritos na IN n°
37/2018, estabelece o valor minimo de pH 5,50 e os sdlidos soluveis 16,00 expresso
em °Brix, estando o valor dos sélidos soluveis totais abaixo do estabelecido, devido
a sua diluicdo no preparo. Os resultados corroboram com os de Nascimento et al.
(2008) em que a polpa apresentou uma faixa de pH de 6,59 a 7,40, considerando
uma polpa de baixa acidez.

A acidez total titulavel encontrada em frutas sdo expressos em
miliequivalentes por litro, a partir disso podemos encontrar o valor em % do acido
organico predominante, calculando através do fator alcali descrito por Aroucha et al.,
2010.0s resultados de ATT% caracteristicos das frutas usadas na etapa de

saborizagcao estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Acidez Total Titulavel dos sucos de frutas adicionados na etapa de

saborizagao ao mosto de fermentagao para obtencéo de vinagre de kombucha

Acidez Total Titulavel Acidez em % de Acido
Suco de frutas: (mEq.L-1) citrico (m/v)
Acerola 81,50 + 0,82 0,52 + 0,01
Manga 22,60 £ 0,31 0,14 £ 0,00
Sapoti 7,50 + 0,00 0,05+ 0,00

Fonte: A autora, 2023

A acidez total do suco de acerola foi de 81,50 mEq.L-1, sendo 0,52% (m/v)
de acido citrico, estando abaixo dos parametros de identidade e qualidade
estabelecidos pela IN n°37/2018, em que deve conter de no minimo 0,8% para a
acidez expressa em acido citrico. Dentre os acidos orgéanicos presentes na acerola
destaca-se o acido malico que representa 32%, seguidos do acido citrico e do acido
tartarico em menores concentragdes (Righetto et al., 2005). A acidez expressa em
acido malico encontrada na polpa de acerola foi de 0,55% (m/v), semelhante ao
encontrado por Brunini et al., (2004) em que a acidez total titulavel variou de 0,50 a

1,11% (m/m) expressa em acido malico. Nos resultados das polpas de acerola de
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diferentes gendtipos de aceroleira, Maciel et al., (2010) descreveu uma variagcéo da
acidez entre 0,96 e 1,97% de acido malico.

Segundo Cardoso, os principais acidos organicos encontrados por
cromatografia liquida-lonizagdo por Electrospray-Espectrometria de Massa, na
manga sédo o acido citrico (1,59 mg/g) e o acido malico (0,34 mg/g). No suco de
manga a acidez encontrada foi de 22,60 mEq.L-1 e 0,14% de acido citrico, estando
abaixo da acidez minima estabelecida na IN n° 37/2018 de 0,30% para suco de
manga, o que deve-se a diluigdo da amostra analisada.

Em estudo descrito por Soares (2018) foi observado um perfil de acidos
organicos encontrados em todas as amostras de sapoti, como o acido ascérbico,
citrico, tartarico, malico, succinico, formico e acético. A acidez total titulavel
encontrada no suco de sapoti foi de 7,50 mEq.L-1, como mostra a Tabela 4, sendo
0,05% (m/v) expressa em acido citrico, estando um pouco abaixo do descrito na
legislagdo que estabelece no minimo 0,2%(m/m). De Souza et al., (2012) descreve
0,10% de acidez total encontrada na polpa de sapoti, essa variacao deve-se a
fatores como sazonalidade (Cruz et al., 2018).

Os alimentos considerados pouco acidos podem proporcionar o crescimento
microbiano indesejavel, devendo ser beneficiada para evitar sua deterioragcéo (De
Souza et al., 2012). A utilizagdo de frutas sazonais na producdo de bebidas
fermentadas se torna um meio viavel de agregar valor nutricional através de novos
produtos (Cruz; Resende; Ribeiro, 2018).

4.3.4 Etapa 4: Fermentagao do vinagre de kombucha

Os resultados de pH obtidos ao longo do acompanhamento da fermentagao
do vinagre de kombucha padrdao (V-BRA) e experimental saborizado com frutas
(V-ACE - acerola; V- MAN — manga; V-SAP — sapoti), no tempo 0, apds 30 dias e 60
dias, estdo dispostos na Figura 9.

O pH do vinagre de kombucha de acerola, assim como o vinagre de
kombucha de manga obtiveram uma discreta diminuigcdo nos primeiros 30 dias de
fermentagdo, o que indicou uma acidificagdo do mosto fermentativo, em seguida
houve um aumento no pH. A variagdo para o vinagre de kombucha de acerola no
total dos 60 dias foi de 3,13 para 3,65 e no vinagre de kombucha de manga de 3,50

para 3,90, o que demonstrou uma diminuigdo da concentracdo de ions hidrogénios
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no meio.

Figura 9 - Acompanhamento do parametro pH durante padronizagao de processo de

fermentacao de Vinagre de Kombucha de frutas
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Legenda: V - ACE - Vinagre de Kombucha de Acerola; V - MAN - Vinagre de Kombucha de Manga; V-
SAP - Vinagre de Kombucha de Sapoti; V - BRA - Vinagre de Kombucha Controle (a base de cha
verde); T1 - Dia 0; T2 - 30 dias; T3 - 60 dias
Fonte: A autora, 2023

O pH referente ao vinagre de kombucha de sapoti € ao vinagre de kombucha
controle, a base de cha verde, demonstrou um abaixamento constante com o passar
do tempo, em que a variagdo do vinagre de kombucha de sapoti foi de 3,60 para
2,68 e o vinagre de kombucha controle de 3,50 para 2,47. Os valores de pH obtidos
ficaram proximos ao que foi estabelecido para as caracteristicas analiticas de
vinagres de vinho branco e de vinho tinto, numa faixa de 2,69 a 2,83 e 2,72 a 2,81,
respectivamente (EMBRAPA, 2006).

O acompanhamento do pH durante a fermentacdo se faz necessario para
garantir que o meio esta acidificando de acordo com o tempo. Segundo Marques et
al., (2010) o pH dos vinagres de tangerina e de milho, obtiveram os valores de 3,51
e 3,05, respectivamente. O pH e a acidez influenciam diretamente nas
caracteristicas organolépticas e na aceitagdo do consumidor, em vinagres de maga,
de vinho e provenientes de destilados, quando a acidez esta proxima a 5%,

espera-se encontrar uma faixa de pH entre 2,46 a 3,18 (White,1971).
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A Figura 10 mostra a variagao de dos solidos soluveis totais (°Brix) durante o
processo fermentativo, em que se pode observar um decaimento em todos os
fermentados. Durante a fermentagdo do vinagre de kombucha de acerola e de
manga, houve um decaimento mais acentuado nos 30 primeiros dias, ao final dos 60
dias a variagao foi de 4,77 para 1,23 no vinagre de kombucha de acerola e de 6,80
para 3,47 no vinagre de kombucha de manga. Ja nos resultados do vinagre de
kombucha de sapoti e no vinagre de kombucha controle, houve um decaimento
gradual, variando de 6,87 para 5,08 no vinagre de kombucha de sapoti e de 5,80

para 4,95 no vinagre de kombucha controle.

Figura 10- Acompanhamento do parametro Sélidos Soluveis Totais em °Brix durante

padronizacgao de processo de fermentacao do Vinagre de Kombucha de frutas
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Legenda: V - ACE - Vinagre de Kombucha de Acerola; V - MAN - Vinagre de Kombucha de Manga; V-
SAP - Vinagre de Kombucha de Sapoti; V - BRA - Vinagre de Kombucha Controle (a base de cha
verde)

Fonte: A autora, 2023

A determinacdo dos sdlidos soluveis totais quantifica compostos organicos
principalmente carboidratos, sendo uma medida indireta da quantidade de agucares
disponiveis para a fermentacdo. Os valores de sélidos soluveis encontrados em
amostras de vinagre artesanal de acerola variaram em torno de 5,2 a 5,9 expressos
em °Brix (Silva, 2022).

A acidez total titulavel corresponde ao somatério da acidez fixa e da acidez
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volatil de uma amostra, assim, os vinagres de vinho branco e vinho tinto apresentam
como uma das caracteristicas analiticas a acidez total expressas em % de acido
acético (EMBRAPA, 2006). Para estas amostras, valor da acidez total devem ficar no
intervalo de 4,34 e 4,79%, mas para a acidez volatil deve conter no minimo 4% de
acido acético, sendo a diferenga, correspondente a acidez fixa (EMBRAPA, 2006;
Brasil, 2012).

Os vinagres de kombucha de acerola e manga apresentaram a acidez total
titulavel expressos em porcentagem de acido acético (m/v), como mostra a Figura
11, demonstraram um pico de produc¢ao de acido acético nos primeiros 30 dias de
fermentagdo, com os valores de 0,83 e 1,20%, respectivamente. Apds esse periodo
houve uma queda na concentragcéo de acidos, e em 60 dias apresentaram o teor de
0,25% para o vinagre de kombucha de acerola e 0,20% para o vinagre de kombucha
de manga. Desse modo, entende-se que as bactérias fermentadoras de acido
acético na falta de substrato, utilizaram o préprio acido acético produzido para a

formacgao de ésteres organicos, como o acetato de etila (EMBRAPA, 2006).

Figura 11 - Grafico de acompanhamento dos valores de acidez total titulavel

em % de acido acético durante processo de fermentagao de vinagre de kombucha

de frutas
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Legenda: V - ACE - Vinagre de Kombucha de Acerola; V - MAN - Vinagre de Kombucha de Manga; V-
SAP - Vinagre de Kombucha de Sapoti; V - BRA - Vinagre de Kombucha Controle (a base de cha
verde)

Fonte: A autora, 2023
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O teor de acido acético obtido no vinagre de kombucha de sapoti e no vinagre
de kombucha controle foi progressivo no decorrer dos 60 dias de fermentacao,
obtendo 1,24% e 1,10%, respectivamente. Entretanto, os fermentados acéticos nao
atingiram a percentagem minima dos 4% de acidez volatil estabelecida na Instrugéo

normativa n°6/2012 .
4.3.2.1 Obtencgao do Vinagre de Kombucha pasteurizado

Apos os 60 dias os fermentados acéticos foram pasteurizados para que a
fermentagao fosse interrompida e os acidos orgéanicos preservados, em seguida as
temperaturas foram estabilizadas e submetidas as analises fisico-quimicas, como
mostra a Tabela 5. Os resultados obtidos na determinagao do pH nao apresentaram
grandes alteragdes, sendo obtido os valores de pH antes e apds a pasteurizagao
para o vinagre de kombucha de acerola, 3,65 e 3,44; para o vinagre de kombucha
de manga, 3,90 e 4,32; o vinagre de kombucha de sapoti, 2,68 e 2,61; e para o

vinagre de kombucha controle, 2,47 para 2,44.

Tabela 5 - Caracterizagao de parametros fisico-quimicas do vinagre de kombucha

de frutas apos pasteurizagao

Acidez Total Acidezem % Extrato

Amostras: pH °Brix Titulavel de Acido seco total Et(?/n)ol
(mEq.L-1)  acético (miv)  (g/L) °
V - ACE 344+014 127+0,12 3533+11,59 0,23+0,06 9,27+052 0,60

V - MAN 432+0,11 3,53+0,06 2320+7,23 0,13+0,06 31,18+1,15 0,70
V- SAP 2,61+0,03 5,07+0,12 194,20+16,91 1,13+0,12 43,15+2,87 0,50
V - BRA 244 +0,05 493+0,12 188,33+18,68 1,13+0,13 4598+3,76 0,50

Fonte: A autora, 2023.

Para o teste de sdélidos soluveis totais houve uma variagéo entre os resultados
obtidos, aumentando de 1,23 para 3,44 expressos em °Brix no vinagre de kombucha
de acerola; no vinagre de kombucha de manga os resultados foram de 3,47 para
4,32; no vinagre de kombucha de sapoti houve uma diminui¢gdo no °Brix, de 5,08
para 2,61; e no vinagre de kombucha controle, a base de cha verde, foi de 4,95 para
2,44. Rodrigues (2021) justifica essa variagdo no aumento dos solidos soluveis
devido ao desvio no indice de refracao, influenciados pela concentracdo de acidos

organicos produzidos ou pelo aumento de microrganismos dispostos no mosto.
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As amostras ndo demonstraram grandes alteracdes para os testes de acidez
total titulavel, variando de 0,25 para 0,23% no vinagre de kombucha de acerola; de
0,20 para 0,13% no vinagre de kombucha de manga; no vinagre de kombucha de
sapoti houve uma pequena diminuicdo de 1,24 para 1,13%; e no vinagre de
kombucha controle variou 1,10 para 1,13%. Além disso, os resultados do extrato
seco total variaram entre as amostras de 9,27 a 45,98 g/L. Dentre os resultados, a
amostra de vinagre de kombucha de acerola ficou mais préoxima as caracteristicas
descritas no vinagre de vinho branco e do vinho tinto, em que o extrato seco (g/L)
deve ficar no intervalo de confianca entre 8,02 a 10,63 para o vinho branco e 8,40 a
11,15 g/L para o vinagre de vinho tinto (EMBRAPA, 2006).

O grau alcodlico do vinagre corresponde ao residuo do processo
fermentativo, a acetificagdo do etanol na producdo de acido acético, assim todo
vinagre deve conter um pouco de alcool (EMBRAPA, 2006). A concentragao
maxima de etanol permitida em fermentados acéticos classificados como vinagres
de frutas na IN n°6/2012 é de até 1% (v/v). Desse modo, o teor alcodlico presente
nas amostras analisadas estavam dentro das normas estabelecidas, em um
intervalo de 0,50 a 0,70%.

4.5 DETERMINACAO DE PONTOS DE PADRONIZACAO DO PROCESSO
FERMENTATIVO DO VINAGRE DE KOMBUCHA

Dentre as variaveis que precisam ser avaliadas a confeccdo do mosto
fermentativo para a producdo de kombucha, torna-se essencial para determinar o
teor de sodlidos soluveis suficiente para a fermentagao alcodlica e acética, que neste
caso ocorrem de forma sequencial e simultdnea. Em estudo desenvolvido com
vinagre a partir do suco de laranja, os solidos soluveis totais iniciais do mosto foram
de 12,5, 18 e 22, expresso em °Brix, sendo a amostra que apresentou no minimo 18
°Brix, que chegou a 5,26% de acido acético produzido (Tessaro et al., 2010).

Além disso, determinar o teor alcodlico e a acidez durante o processo de
fermentacdo da kombucha é necessario para verificar que tenha uma concentracao
de etanol suficiente para garantir a acetificagdo do mosto. Segundo Tessaro et al.,
(2010), o teor de etanol produzido durante a fermentagdo alcodlica do suco de
laranja foi de 12,00%.

Para a fabricacdo de vinagres de frutas, faz-se necessario a utilizagao de
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espécies com alto teor de sdlidos soluveis totais e com baixa acidez, além de
observar a composicgao fisico-quimica dos agucares fermentaveis. Desse modo, foi
observado que o vinagre de kombucha de manga obteve uma abreviagao no tempo
fermentativo chegando a concentragédo de 1,20% de acido acético em 30 dias, sendo
equivalente com o teor do vinagre de kombucha de sapoti que alcangou 1,24% de
acido acético com 60 dias de fermentacao. O tempo de fermentagao, a temperatura

e a umidade do ar, também sao parametros importantes a serem controlados.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a obtencdo de um fermentado acético a base
de kombucha a partir de diferentes fontes vegetais, sobre o acompanhamento de
parametros fisico-quimicos durante o processo e do produto final, possibilitando a
identificacdo de pontos cruciais de controle na padronizagdo desse processo
fermentativo.

Pode-se concluir que, a fermentacdo ocorreu de forma satisfatéria obtendo
valores de acido acético proporcionais ao consumo dos acgucares fermentaveis
presentes no mosto. Sendo observados comportamentos diferentes entre as
amostras vegetais devido a natureza da sua composi¢cdo. Destacando-se a
abreviagédo do tempo fermentativo do vinagre de kombucha de manga, chegando ao
pico de producao acética em 30 dias.

Ainda foi possivel observar a crescente acidez no vinagre de kombucha de
sapoti e no vinagre de kombucha controle, sendo possivel atingir uma acidez maior
com o aumento do tempo de fermentagdo. Assim, ndo houve grandes variacbes
entre a acidez, pH e °Brix, antes e apds a pasteurizagdo do fermentado acético
obtido.

Em estudos complementares, sugere-se a identificagao e quantificacdo dos
demais acidos organicos produzidos no fermentado acético a partir da kombucha,
visto que o acido glucdnico, tartarico, malico e, em menor proporgéo, o acido citrico
(Villarreal-Soto et al., 2018), conferem beneficios ao organismo humano. Desse
modo, constatou-se a importancia deste estudo no desenvolvimento de um produto

alimenticio funcional que pode apresentar potenciais aplicagdes farmacoldgicas.
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