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RESUMO

A kombucha é uma das bebidas que vem ganhando popularidade nos últimos anos,

sendo obtida pela respiração aeróbia e fermentação anaeróbia do mosto resultante

da infusão ou extrato de Camellia sinensis e açúcares por cultura simbiótica de

bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY). Objetiva desenvolver e

caracterizar uma bebida funcional do tipo kombucha de umbu (Spondias tuberosa

Arruda). Foi preparado um chá verde com 5 g/L de infusão, sendo este adoçado com

50 g/L de açúcar e submetido à fermentação aeróbica e posteriormente anaeróbica.

A bebida foi saborizada com 15% v/v de polpa de umbu. Durante a fermentação

foram avaliados parâmetros físico-químicos e microbiológicos por uma cinética de

fermentação. Após a obtenção da bebida, foram realizados testes de liofilização de

forma a avaliar a influência da adição do crioprotetor inulina sobre os parâmetros

físico-químicos e microbiológicos da bebida liofilizada. A cinética de fermentação

demonstrou o aumento da acidez, o crescimento celular de bactérias ácido-láticas e

leveduras, além do declínio da concentração de compostos fenólicos e açúcares. Na

bebida liofilizada foi observada a presença de compostos bioativos fenólicos e

flavonóides, e a presença de inulina favoreceu a estabilidade da bebida em relação

à absorção de umidade durante 7 dias de armazenamento à temperatura ambiente.

Não foram observadas concentrações de células viáveis no pó liofilizado. A bebida

mostrou-se promissora dentro dos parâmetros físico-químicos, mostrando sua

potencialidade de mercado e possíveis benefícios à saúde pela presença de

compostos bioativos. Como não ocorreu crescimento microbiano após a liofilização,

são necessários novos estudos que aprofundem o conhecimento a respeito dos

parâmetros de liofilização e da adição e/ou combinação de crioprotetores.

Palavras-chave: kombucha; umbu; cinética de fermentação; liofilização.



ABSTRACT

Kombucha is one of the drinks that has been gaining popularity in recent years, being

obtained by aerobic respiration and anaerobic cultivation resulting from the infusion

or extract of Camellia sinensis and sugars by symbiotic culture of microbiologically

active bacteria and yeasts (SCOBY). Aims to develop and characterize a functional

drink of the umbu kombucha type (Spondias tuberosa Arruda). Green tea was

prepared with 5 g/L of infusion, sweetened with 50 g/L of sugar and subjected to

aerobic and later anaerobic fermentation. The drink was flavored with 15% v/v umbu

pulp. During the experiment, physicochemical and microbiological parameters were

evaluated using fermentation kinetics. After obtaining the drink, freeze-drying tests

were carried out to evaluate the influence of adding the cryoprotectant inulin on the

physicochemical and microbiological parameters of the freeze-dried drink. The

kinetics demonstrated the increase in acidity, the cellular growth of lactic acid

bacteria and yeasts, and the decline in the concentration of phenolic compounds and

sugars. In the freeze-dried drink, the presence of bioactive compounds from the

phenolic and flavonoid classes was observed, and the presence of inulin favored the

stability of the drink in relation to moisture absorption during 7 days of storage at

room temperature. No concentrations of viable cells were observed in the lyophilized

powder. The drink showed promise within the physical-chemical parameters, showing

its market potential and possible health benefits due to the presence of bioactive

compounds. As no microbial growth occurred after lyophilization, new studies are

needed to evaluate lyophilization parameters and the addition and/or combination of

cryoprotectants.

Keywords: kombucha; umbu; fermentation kinetics; freeze drying.
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1 INTRODUÇÃO

A kombucha é uma das bebidas que vem ganhando popularidade nos últimos

anos, sendo originária da China (Massoud et al., 2022). Conforme Brasil (2019), a

kombucha é a bebida fermentada obtida através da respiração aeróbia e

fermentação anaeróbia do mosto obtido pela infusão ou extrato de Camellia sinensis

e açúcares por cultura simbiótica de bactérias e leveduras microbiologicamente

ativas (SCOBY). Nesse processo, a sacarose é utilizada como fonte de carbono,

sendo hidrolisada a glicose e a frutose, e a glicose é transformada em etanol e

dióxido de carbono pelos microrganismos. Bactérias do gênero Acetobacter

convertem o etanol em ácido acético, conferindo à bebida o sabor ácido

característico (Abaci; Deniz; Orhan, 2022).

Devido às suas propriedades benéficas à saúde, vem ganhando destaque

com a ampliação do seu consumo. A recente popularização da bebida também

ocorre devido à facilidade de sua obtenção, pois a fermentação ocorre à temperatura

ambiente (25 ± 2°C), sem necessidade de controle, automação, agitação, tendo uma

duração de fermentação de até 2 semanas (Coelho et al., 2020).

A bebida destaca-se pelo seu alto valor nutricional, sendo rica em vitaminas

B1, B2, B3, B6 e B12 e C, além de vitamina E, produtos oriundos da fermentação como

o ácido acético e ácido glucônico e a presença de polifenóis (catequinas, teaflavinas

e flavonóides) (Kaashyap; Cohen; Mantri, 2021). É importante salientar que os

componentes químicos da kombucha variam de acordo com alguns fatores, como a

quantidade da cultura e o tempo de fermentação (Li et al., 2022). A kombucha é rica

em compostos bioativos, substâncias que estão interligadas a inúmeros benefícios

para a saúde humana, principalmente pela ação antioxidante, auxílio no sistema

imunológico, ações hipoglicemiante e anti-inflamatória (Diez-Ozaeta; Astiazaran,

2022).

O uso de frutas para saborizar produtos fermentados é uma das formas mais

econômicas para atribuir aspectos sensoriais característicos, como cores, sabores e

aromas que agregam valor aos alimentos em que foram elaborados. Além disso, a

utilização de frutas é uma opção viável, trazendo baixo custo na produção pelos

aspectos supracitados e a presença de açúcares que em bebidas fermentadas,

serviram de substratos para a cultura (Hübner, 2019). As frutas tropicais são muito
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utilizadas para a saborização de alimentos, visto que apresentam alto valor

nutricional e também propriedades sensoriais, além de vitaminas, minerais e

bioativos.

Uma alternativa importante para a praticidade do consumo da kombucha é a

liofilização, processo de secagem baseado na desidratação da amostra do estado

sólido para o gasoso (Fissore et al., 2019). Devido às baixas temperaturas e

pressões durante a secagem, ocorre uma maior concentração dos compostos

bioativos e a manutenção das suas propriedades sensoriais (Fan et al., 2019). Este

procedimento é importante para o aumento de vida útil do produto, devido à retirada

de água do alimento e manutenção de suas propriedades físico-químicas e

nutricionais (Abdelwahed et al., 2006). Além disso, o produto liofilizado apresenta

maior facilidade no manuseio, transporte e armazenamento.

Não há relatos de uma bebida do tipo kombucha saborizada com umbu,

assim como não há disponível comercialmente um produto liofilizado de kombucha.

Dessa forma, este trabalho tem caráter inovador e contribui para o desenvolvimento

de alimentos funcionais como fontes de compostos bioativos para aplicações

alimentícias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar uma bebida funcional do tipo kombucha de umbu

(Spondias tuberosa Arruda).

2.2 Objetivos específicos

● Elaborar a bebida com adição de polpa de umbu;

● Realizar a avaliação da cinética de fermentação da bebida;

● Liofilizar a bebida e avaliar a adição de inulina como agente crioprotetor;

● Realizar a constituição da bebida com água gaseificada e realizar as análises

físico-químicas e microbiológicas.
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3 JUSTIFICATIVA

O presente estudo justifica-se pela obtenção de um produto inovador e que

possui inúmeros benefícios nutricionais. O desenvolvimento de uma bebida funcional

e o aproveitamento de um fruto regional, além da obtenção de um pó liofilizado da

bebida, contribui para a área de tecnologia de alimentos e para o desenvolvimento

de novos produtos.

Estudos nessa área são considerados estratégicos, pois visam atender à uma

forte demanda do mercado consumidor por alimentos e bebidas com propriedades

funcionais.



19

4 REVISÃO DA LITERATURA

4.1 Alimentos funcionais

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA),

alimentos funcionais são alimentos ou ingredientes que alegam propriedades

funcionais ou de saúde, que além de atribuírem funções nutricionais básicas,

produzem efeitos metabólicos e ou fisiológicos, devendo ser seguros para o

consumo humano sem supervisão médica (ANVISA, 1999). Dessa forma, os

alimentos funcionais são definidos como alimentos que proporcionam benefícios à

saúde que vão além de seu valor nutricional fundamental (Hammoudi et al., 2023).

Em 2016, a legislação brasileira atualizou a lista das alegações de

propriedade funcional ou de saúde e os requisitos específicos para utilização dos

textos padronizados, estando citados os ácidos graxos, carotenoides, fibras

alimentares, polióis, probióticos e proteína de soja (Brasil, 2016).

Os alimentos funcionais têm ganhado atenção nos últimos anos pelos seus

potenciais benefícios à saúde, além da nutrição básica, servindo como fontes de

proteínas, carboidratos, vitaminas e fibras alimentares. Enriquecidos com compostos

bioativos como polifenóis, taninos, flavonóides e alcaloides, esses alimentos tem se

mostrado promissores devido a seus atributos fisiológicos benéficos, possibilitando

ação antioxidante, rejuvenescimento e ação anti-inflamatória. Dessa forma, a busca

por esses alimentos ganha destaque no mercado consumidor (Emiljanowicz;

Malinowska-Panczyk, 2020; Vignesh et al., 2024).

De acordo com Vignesh et al. (2024), os ácidos graxos ômega-3 eliminam os

radicais livres, reduzindo o risco de doenças crônicas; e os antioxidantes promovem

a saúde cardiovascular e têm efeitos anti-inflamatórios. Estes são os principais

componentes presentes nos alimentos funcionais, e têm ação de reagirem com os

radicais livres, evitando o estresse oxidativo e a geração da inflamação (Singh et al.,

2023).

A compreensão dos mecanismos de ação desses compostos e a identificação

das substâncias bioativas presentes nos alimentos são fundamentais para o

entendimento do seu papel na prevenção de doenças e a obtenção de benefícios

terapêuticos esperados. Também é importante salientar que as recomendações
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dietéticas de compostos funcionais devem ser personalizadas, de forma a garantir

que estejam alinhadas com os objetivos de saúde individuais.

A composição nutricional desses alimentos destaca-se pela sua variedade,

principalmente pelos compostos bioativos (Akhtar et al., 2023). Também são ricos

em vitaminas, minerais e fitoquímicos, agregando funcionalidades que vão além da

nutrição clássica. Dentre os alimentos funcionais que vêm sendo mais estudados e

produzidos no mundo, destaca-se a kombucha.

4.2 Kombucha

A kombucha, originária do nordeste da China (Manchúria), é uma bebida

proveniente da fermentação do chá (Camellia sinensis) por uma cultura simbiótica

de bactérias e leveduras que resulta em um sabor ácido e levemente doce

(Chakravorty et al., 2019). A fermentação ocorre através de um consórcio

microbiano contendo uma diversidade de microrganismos (Tran et al., 2020),

incluindo bactérias acéticas, ácido-láticas e leveduras osmofílicas contidas na

camada de celulose (SCOBY).

O biofilme de celulose produzido pelo consórcio microbiano, denominado

SCOBY, desempenha um papel de proteção à bebida durante o período

fermentativo, além de atribuir uma melhor qualidade ao produto final (Harrison;

Curtin, 2021).

A bebida é constituída por ácidos orgânicos como acético, lático, glucônico,

glucurônico, succínico e pirúvico, além de vitaminas do complexo B, vitaminas C e E,

aminoácidos, antibióticos e micronutrientes produzidos durante a fermentação

(Kapp; Sumner, 2019).

O consumo de chá tem associações com propriedades funcionais, devido ao

efeito benéfico dos antioxidantes que reduzem os riscos de doenças tais como

polifenóis, flavonóides, catequinas, galatos de catequina, adenina, cafeína,

teobromina, teofilina, ácidos gálicos, taninos e galotaninos (Aboulwafa et al., 2019;

Ohishi et al., 2021; Rodak et al., 2021), sendo as catequinas e taninos os polifenóis

mais prevalentes. Esses componentes contribuem para o aspecto sensorial da

bebida, devido ao amargor, adstringência e sabor adocicado. Outros compostos

estão presentes, como aminoácidos, óxidos, carotenóides, lipídios e compostos
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voláteis, que desempenham um papel importante no desenvolvimento do aroma

(Dutta; Paul, 2019).

Estudos in vivo e in vitro relatam propriedades antioxidante, anti-inflamatória,

antimicrobiana e antitumoral, estimulação imunológica, benefícios ao sistema

gastrointestinal e funções hepáticas, inibição do desenvolvimento de doenças

cardiovasculares, câncer e doenças neurodegenerativas (Baschali, 2017), efeitos

antidiabéticos e anti-hipercolesterolêmicos (Aboulwafa et al., 2019; Cavicchia;

Almeida, 2022; Kitwetcharoen et al., 2023).

A fermentação da kombucha, a presença de componentes bioativos e a

composição química da bebida variam consideravelmente dependendo dos

substratos de fermentação e dos parâmetros fermentativos. Outros fatores incluem a

adição de açúcar, o contato com o oxigênio na primeira etapa do cultivo, a

temperatura e o tipo de cultura inoculante (Bishop et al., 2022). A variedade de

microrganismos presentes, como Saccharomyces, Komagataeibacter, Acetobacter e

Gluconobacter, é modificada após cada fermentação, além das condições de

realização do cultivo que irá interferir no produto final (Nyhan et al., 2022). O

processo de fermentação da kombucha é complexo, e vários fatores podem

influenciar a concentração da cultura simbiótica de bactérias e leveduras e a

composição físico-química (Landis et al., 2022), com a ocorrência de diversas

alterações no perfil físico-químico e sensorial ao longo da fermentação (Barakat et

al., 2023).

Tradicionalmente, a sacarose e o chá são os componentes mais utilizados

para a produção da kombucha; no entanto, novos substratos de fermentação têm

sido estudados, com o objetivo de encontrar novos compostos bioativos que

permitam benefícios adicionais à saúde. Como exemplos, podem ser citados

substratos como ervas, frutas e vegetais, algas, resíduos agrícolas e substratos

lácteos (Emiljanowicz; Malinowska-Panczyk, 2020).

Sua produção vem ganhando espaço no mercado, essa popularização é

proveniente do conhecimento das pessoas sobre os benefícios da bebida e o

interesse por um estilo de vida saudável, fazendo com que os consumidores

busquem cada vez mais esses produtos para serem incluídos na sua alimentação

(Kapp; Sumner, 2019).

Em termos de regulamentação legal, apenas alguns países aprovaram os

regulamentos sobre a bebida. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e
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Abastecimento (MAPA) aprovou a Instrução Normativa IN nº 41 para processamento

de kombucha, análise de composição, classificações e rotulagem em 2019 (Brasil,

2019).

Considerando suas propriedades benéficas à saúde e características

sensoriais (Vitas et al., 2018), o preparo da Kombucha vem sendo cada vez mais

diversificado visando buscar a inovação da bebida como estratégia competitiva de

mercado. Dados da empresa Global Market Insights indicam que a bebida deve

movimentar mais de cinco bilhões de dólares até 2025, com taxa de crescimento

anual composta de 16% (Vegazeta, 2020). Um diferencial para o seu

desenvolvimento é a diversificação dos sabores da bebida. A escolha de

matérias-primas regionais, a exemplo dos frutos da região Nordeste, é uma

alternativa para agregar valor aos frutos da região, além de reduzir o desperdício

devido à sazonalidade ocasionada pelos curtos períodos de safra (Souza et al.,

2018).

4.3 Umbu

As frutas cítricas destacam-se pelo seu alto teor de vitamina C, composto

importante que atua na neutralização de radicais livres e proteção contra estresse

oxidativo (Konstantinidi; Koutelidakis, 2019). Também são fontes de compostos

bioativos, como fenólicos e flavonoides, que também apresentam atividade

antioxidante (Butu; Rodino, 2019).

A fruta umbu (Spondias tuberosa Arruda) se destaca pelo seu perfil

nutricional, contendo macronutrientes, além de fibras, minerais, vitamina C e

carotenoides (Ribeiro et al., 2019). É nativa do semiárido brasileiro e possui uma

excelente adaptação climática, decorrente da falta de água (Ribeiro et al., 2018).

Essa adaptação tem grande relevância no contexto socioambiental para a região,

atendendo a grande demanda extrativista (Macêdo et al., 2023). A colheita do umbu

é interligada pela demanda, todavia também os aspectos sensoriais, que condizem

com essa produtividade (Santos et al., 2020).

A comercialização desse fruto pode ser tanto in natura como processada,

como polpa, sorvetes, geleia e licor (Santos et al., 2021). O uso desse fruto na

preparação de bebidas fermentadas é promissor, pelo alto interesse dos produtores

e consumidores (Merlino et al., 2021). Além disso, os compostos voláteis estão
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relacionados à aceitação do produto, pela sua atração sensorial, no qual há o

destaque do umbu pelo seu aroma característico que agrega ao produto (Welke et

al., 2021).

4.4 Liofilização

A liofilização difere de outros métodos de desidratação porque a água é

primeiramente congelada e, em seguida, convertida diretamente em vapor por

sublimação, em vez de ser removida da superfície do alimento por evaporação

(Fellows, 2019). É um processo de secagem que tem ganhado espaço e interesse

na área de alimentos pela sua capacidade de preservação e transporte do material

(Ward; Matejtschuk, 2021), além de um melhor controle de armazenamento dos

produtos (Buahom et al., 2023; Tian et al., 2023).

A liofilização passa por três fases: inicialmente a amostra é congelada,

posteriormente ocorre a secagem primária e o processo é finalizado com a secagem

secundária (Sitongi et al., 2024).

Na primeira etapa, a amostra é congelada rapidamente de forma a reduzir o

dano à estrutura celular do alimento. O papel desse congelamento é a formação

estrutural do produto e a imobilização dos componentes da amostra, assim evitando

a formação de espuma durante a pressurização. A temperatura aplicada é até -80ºC

em congelamento rápido, assim evitando a formação de cristais de gelo (Sitongi et

al., 2024).

A secagem primária, responsável pela retirada de 70-90% de gelo em forma

gasosa (Sintong et al., 2024), ocorre pela sublimação do gelo - fase em que a água

está no estado sólido e passa para o gasoso sem passar pela fase líquida. Esta

etapa é fundamental para determinar as condições finais da amostra, e o tempo

desse procedimento irá variar conforme alguns fatores, como a espessura da

amostra e a sua composição (Tchessalov et al., 2023). Nesta fase, a pressão ao

redor do alimento é reduzida e o aquecimento é aplicado lentamente ao alimento

congelado, levando o gelo a sublimar a vapor d’água. É formado um gradiente de

pressão de vapor d’água porque a pressão no liofilizador é menor do que a pressão

de vapor na superfície do gelo. O vapor d’água se move, portanto, através do
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alimento desidratado para a câmara de desidratação e é removido pela sua

condensação nas bobinas de refrigeração (Fellows, 2019).

A secagem secundária pode remover a água ligada, com composição

variando de 5% a 30% (Jameel, 2023). A retirada dessa água é importante para dar

a característica de uma amostra mais seca, e consequentemente, aumentar o tempo

de vida útil do produto (Ward; Matejtschuk, 2021). É importante analisar as

condições adversas à amostra para reduzir danos celulares, entre eles a formação

dos cristais de gelo, interferindo diretamente na permeabilidade da membrana

celular por dano mecânico (Sang et al., 2023).

Para melhorar a viabilidade das células microbianas após o estresse do

congelamento e secagem, podem ser usados agentes crioprotetores para evitar um

maior dano às células durante o processo de liofilização. A sua ação será a criação

de uma camada densa nas células, melhorando o processo e sobrevivência dos

probióticos (Bodzen et al., 2021).
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5 MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Materiais

Foi utilizada a polpa de umbu que foi adquirida no comércio local de Recife -

PE. A Kombucha (Scoby 8 cm + 150 mL de Starter) foi adquirida na loja Probióticos

Brasil, o chá verde e o açúcar foram adquiridos no comércio local da cidade de

Vitória de Santo Antão (PE, Brasil). Todos os demais insumos e vidrarias

encontravam-se disponíveis nos Laboratórios de Bioprocessos, Tecnologia de

Alimentos e Técnica e Dietética do Centro Acadêmico de Vitória da UFPE.

5.2 Elaboração da kombucha e saborização

Para realizar a elaboração da bebida, foi utilizado o fluxograma mostrado na

Figura 1.

Inicialmente, foi medido um volume de 2700 mL de água mineral numa

proveta e pesado 150 g de açúcar cristal numa balança semi-analítica. Em seguida,

os ingredientes foram adicionados a uma panela para serem submetidos ao

cozimento durante 5 minutos em fogo alto. Depois do cozimento, foi adicionado o

chá verde e o recipiente foi coberto, realizando-se a infusão com duração de 5

minutos. Posteriormente, as folhas foram retiradas com o auxílio de uma peneira e o

chá foi transferido para um recipiente de vidro previamente esterilizado na autoclave,

no qual aguardou-se a queda da temperatura para realizar a inoculação do líquido

starter e Scoby. Depois de inocular a cultura, o recipiente foi coberto com um pano

previamente sanitizado com 200 ppm de hipoclorito por 15 minutos e este foi

amarrado com uma liga, para ser procedida a primeira etapa de fermentação, que

ocorre pela respiração aeróbica. Esta etapa teve a duração de 6 dias.
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Figura 1 - Etapas de processamento da kombucha.

Fonte: o autor (2024).

Após este período de fermentação, a bebida foi saborizada pela adição de

15% (v/v) de polpa de umbu e depois envasada em duas garrafas plásticas,

previamente lavadas e sanitizadas com 200 ppm de hipoclorito por 15 minutos, para

o início da fase de fermentação anaeróbica, que teve a duração de 2 dias. Após

esse período, a bebida foi armazenada em refrigerador a 6 ºC.
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5.3 Avaliação da cinética de fermentação

Foram retiradas alíquotas diárias para a realização de análises

físico-químicas e contagem de microrganismos viáveis. Os parâmetros acidez, pH,

ºBrix e álcool forma determinados de acordo com a metodologia do Instituto Adolpho

Lutz (2008).

Os compostos fenólicos totais foram realizados conforme a metodologia

descrita por Mokrani e Madani (2016), pelo método de Folin-Ciocalteau. Um volume

de 200 μL da amostra foi adicionado a tubos contendo 1 mL do reagente de

Folin-Ciocalteau (previamente diluído 10x em água). Após adição de 0,8 mL de

solução de carbonato de sódio (7,5% p/v), os tubos foram imediatamente agitados

em vórtice. A reação foi mantida por 30 min no escuro e a absorbância foi medida a

765 nm, contra um branco de etanol 95% (v/v). A concentração de compostos

fenólicos foi determinada a partir de uma curva de calibração empregando-se ácido

gálico como padrão. Os valores de fenólicos totais foram expressos como

equivalentes de ácido gálico (mg de ácido gálico/g de amostra). As análises foram

realizadas em triplicata.

Para a determinação da concentração de flavonoides, foi empregado o

método relatado por Phjimulyani et al., (2012). Um volume de 0,5 mL da amostra,

bem como o padrão (quercetina), foi misturado com 1 mL de solução de tricloreto de

alumínio/etanol a 2%. O volume da mistura foi então completado para 25 mL com

água em um balão volumétrico e deixado em repouso durante 40 minutos a 23°C. A

absorbância da amostra foi então medida a 415 nm. Os resultados foram expressos

em mg de equivalente de quercetina por 100 g de peso seco. As análises foram

realizadas em triplicata.

A determinação da concentração de açúcares redutores, expressos em

concentração de glicose, foi realizada de acordo com a metodologia de Miller (1959).

Para análise microbiológica foram avaliadas as concentrações celulares de

bolores e leveduras e bactérias láticas, por meio da técnica spread-plate de

contagem de células viáveis. Para a análise das bactérias láticas, as amostras foram

submetidas a diluições decimais seriadas em solução salina (NaCl 0,85% m/v) e

alíquotas foram semeadas em placas de Petri contendo meio caldo MRS acrescido

de ágar e glicose (20 g/L). As placas foram incubadas a 37 ºC por 48 h. Para a
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análise de bolores e levedura, a mesma técnica foi empregada mas utilizando-se o

meio de cultura Rosa Bengala, por um tempo de incubação de 5 dias a 30 ºC.

5.4 Liofilização

a) Avaliação sem adição de inulina

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar de liofilização da bebida de

forma a avaliar o período de secagem e a concentração de células viáveis após o

processo. A bebida foi liofilizada no Laboratório de Bioprocessos do CAV de acordo

com o seguinte procedimento: a amostra foi distribuída em recipientes de vidro e

congeladas em freezer a - 80ºC por 24 h. Em seguida, foi realizado o procedimento

de liofilização a -80°C por 8 dias sob vácuo (1,720 mT) no liofilizador (Virtis SP

scientific, Sentry 2.0). A amostra liofilizada foi armazenada em sacos de polietileno

de baixa densidade e acondicionadas à temperatura ambiente.

O rendimento do produto obtido após o ensaio de secagem foi determinado

de acordo com a Equação 1:
𝑃𝐹
𝑃𝐼 𝑥100

onde PF é o peso final da amostra após secagem e PI é o peso inicial da amostra

líquida.

b) Adição de inulina

Foram realizados ensaios adicionais de liofilização empregando-se inulina

como agente crioprotetor, sendo elaboradas 4 formulações: Amostra 1 (controle,

sem adição de inulina); Amostras 2 e 3 (adição de inulina nas concentrações de 2 e

4% p/v, respectivamente, antes da fermentação anaeróbica); Amostra 4 (adição de

inulina na concentração de 2% p/v, após a fermentação anaeróbica). As amostras

foram congeladas a -80ºC por 24 h e submetidas à liofilização a -50°C por 6 dias sob

vácuo (1,720 mT) no liofilizador (Virtis SP scientific, Sentry 2.0) no Departamento de

Farmácia da UFPE.

5.5 Análises físico-químicas de microbiológicas da kombucha liofilizada

A umidade do pó liofilizado foi determinada de acordo com a metodologia do

Instituto Adolfo Lutz (2008).
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Foram avaliadas as concentrações de compostos fenólicos totais e

flavonoides e a contagem de bactérias ácido láticas e bolores e leveduras, de acordo

com os métodos descritos anteriormente.

6 RESULTADOS

6.1 Aspecto visual da bebida durante a fermentação aeróbica

Os resultados da cinética de fermentação possibilitaram analisar o

comportamento da bebida durante o processo fermentativo de acordo com

alterações no seu aspecto visual. Na Figura 2, pode-se observar o aspecto visual da

bebida durante a respiração aeróbica, havendo alteração da coloração durante o

período e a formação da camada de celulose na superfície. Entretanto, conforme a

retirada de amostras diárias, ocorria a perturbação da formação do Scoby, assim

não completando a formação uniforme dessa camada.

Figura 2 - Aspecto visual da kombucha durante a etapa de respiração aeróbica.

Fonte: o autor (2024).

6.2 Cinética de fermentação

Os dados apresentados na Figura 3 referem-se à cinética de fermentação,

com os resultados obtidos da acidez, pH, ºBrix e álcool durante os 8 dias de cultivo.

A Figura 4 mostra os resultados obtidos para a concentração dos compostos

fenólicos totais durante o período, e a Figura 5 ilustra a coloração das amostras

coletadas diariamente durante a fermentação.
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Figura 3 - Cinética de fermentação com os resultados obtidos da acidez, pH, ºBrix e

álcool.

Fonte: o autor (2024).

Figura 4 - Concentração de compostos fenólicos totais durante a cinética de

fermentação da kombucha.

Fonte:o autor (2024).
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Figura 5 - Coloração das amostras durante a fermentação.

Fonte: o autor (2024).

A Figura 6 mostra a concentração de células viáveis de bactérias láticas e o

consumo de açúcares redutores durante os cinco primeiros dias de fermentação, e a

Figura 7 mostra a concentração de células viáveis de bolores e leveduras e o

consumo de açúcares redutores durante os seis primeiros dias de fermentação.

Figura 6 - Concentração de células viáveis de bactérias láticas e o consumo de
açúcares redutores durante os cinco primeiros dias de fermentação.

Fonte: o autor (2024).
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Figura 7 - Concentração de células viáveis de bolores e leveduras e o consumo de
açúcares redutores durante os seis primeiros dias de fermentação.

Fonte: o autor (2024).

6.3 Liofilização

A Figura 8 mostra as amostras da bebida antes e após a liofilização nos

ensaios preliminares. Neste ensaio, a liofilização foi realizada durante 8 dias.

Figura 8 - Amostras da kombucha antes e após a liofilização nos ensaios

preliminares.

Fonte: o autor (2024).
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Após o processo de liofilização, a amostra foi acondicionada em embalagem

plástica à temperatura ambiente (Figura 9A), sendo observado um rendimento de

6,80 % e um percentual de umidade de 5,73 ± 0,73 %. A Figura 9B mostra o aspecto

visual da bebida após realizada a sua reconstituição em água gaseificada gelada

numa proporção de 1 g para 50 mL.

Figura 9 - Amostra de kombucha liofilizada e acondicionada em embalagem de

polietileno (A). Amostra de kombucha após sua reconstituição em água (B).

(A) (B)

Fonte: o autor (2024).

Para os ensaios de liofilização na presença de inulina, foram obtidas 4

amostras liofilizadas e o aspecto visual das amostras logo após a secagem é

mostrado na Figura 10A. Após armazenamento em dessecador à temperatura

ambiente durante 7 dias, o aspecto visual das amostras é observado na Figura 10B.

Figura 10 - Amostras liofilizadas logo após a secagem (A) e após 7 dias de
armazenamento em dessecador à temperatura ambiente (B)

(A) (B)
Amostra 1: controle, sem adição de inulina; Amostras 2 e 3: adição de inulina nas concentrações de 2
e 4% p/v, respectivamente, antes da fermentação anaeróbica; Amostra 4: adição de inulina na
concentração de 2% p/v, após a fermentação anaeróbica.

Fonte: o autor (2024).
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6.4 Caracterização físico-química da bebida antes e após a liofilização

A Tabela 1 apresenta os resultados de acidez e pH da bebida antes e após a

liofilização.

Tabela 1 - Resultados de acidez e pH da bebida antes e após a liofilização.

Bebida Pós liofilizados
Amostra Acidez (%) pH Acidez (%) pH
Controle 7,45 ± 0,00a 4,60 ± 0,04b 67,59 ± 0,00a 2,66 ± 0,07a

Fermentação
com inulina 2%

6,96 ± 0,00a 4,53 ± 0,05b 65,60 ± 0,00a 3,20 ± 0,18a

Fermentação
com inulina 4%

7,95 ± 0,00a 4,56 ± 0,04b 57,65 ± 0,00b 2,90 ± 0,06a

Inulina 2% após
fermentação

7,45 ± 0,00a 4,43 ± 0,04b 67,59 ± 0,00a 2,88 ± 0,06a

Inulina 4% após
fermentação

7,45 ± 0,00a 4,65 ± 0,03b nd nd

*letras iguais na mesma coluna: amostras não diferem estatisticamente entre si (p<0,01);
*nd: Não determinado.
Fonte: o autor (2024).

As Figuras 11 e 12 mostram, respectivamente, os resultados dos compostos

fenólicos totais e dos flavonóides, antes e depois das amostram serem submetidas

ao processo de liofilização.

Figura 11 - Concentração de compostos fenólicos totais antes e após a liofilização.

*Letras iguais para o mesmo tipo de amostra: não diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
*ND: Não determinado.

Fonte: o autor (2024).
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Figura 12 - Concentração de flavonóides antes e após a liofilização

*Letras iguais para o mesmo tipo de amostra: não diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
*ND: Não determinado.

Fonte: o autor (2024).
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7 DISCUSSÃO

7.1 Aspecto visual da bebida

A análise do aspecto visual da bebida é importante para observar as

mudanças visuais durante o período de fermentação aeróbica. Foi observada uma

alteração da coloração, com perda da intensidade conforme o decorrer do cultivo.

Observou-se ainda a formação de uma nova camada de celulose, sendo esta

perceptível no terceiro dia de fermentação, com uma leve formação do biofilme. É

importante evidenciar que devido à homogeneização diária e retirada da amostra,

aconteceu uma perturbação do sistema, consequentemente prejudicando a

formação uniforme dessa camada de celulose.

7.2 Cinética de fermentação

Em relação à acidez, a amostra inicial apresentou um valor de 0,98%, valor

predominante da acidez do inóculo. No primeiro dia de fermentação aeróbica, a

acidez aumentou para 1,83%, atingindo 4,7% no quinto dia de fermentação. Após a

adição da polpa de umbu no sexto dia de fermentação, foi observado um aumento

significativo da acidez, atingindo 7,12%. Em seguida, os valores permanecem

estáveis durante o sétimo e o oitavo dia de cultivo, período em que ocorre a

fermentação anaeróbica. O aumento da acidez é resultante da produção de ácidos

orgânicos durante a fermentação (Jayabalan et al., 2014).

O pH inicial da bebida foi de 5,3, e os valores caem até o quinto dia de cultivo,

atingindo 2,64, e permanecem estáveis até o final do período, com pH final de 2,5.

De acordo com a legislação (Brasil, 2019), o pH da bebida deve estar entre 2,5 e

4,2, estando dessa forma dentro do limite estabelecido.

Quando analisados os Sólidos Solúveis Totais (oBrix), os valores mostram-se

estáveis durante todo o processo, havendo um pequeno aumento do valor de 5,1 até

5,3 após a adição da polpa de umbu no sexto dia de cultivo. A produção alcoólica

ocorreu nos três primeiros dias de fermentação aeróbica, atingindo 0,3% e

permanecendo neste valor até o fim da fermentação. De acordo com a legislação

(Brasil, 2019), a graduação alcoólica (% v/v) para a Kombucha sem álcool deve ser
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no máximo de 0,5%. No entanto, a normativa exige que o produto deve conter a

especificação “contém álcool”.

Com relação à concentração de compostos fenólicos, observa-se um

decréscimo nos valores até o quinto dia. Apesar dessa diminuição, pode-se notar

uma estabilidade nos valores de concentração entre o segundo e o quinto de cultivo.

No sexto dia de cultivo, observa-se um aumento na concentração desses

compostos, proveniente da adição da polpa de umbu. Em seguida, os valores voltam

a diminuir durante a fermentação anaeróbica. A diminuição da concentração de

fenólicos pode ocorrer pela produção de enzimas como β-xilosidase,

β-galactosidase, α-amilases e celulases, que irão atuar na quebra das ligações de

éteres entre fenólicos. Apesar de acontecer essa hidrólise, essa alteração química

pode aumentar a atividade antioxidante (Silva et al., 2023).

Na figura que compara a coloração durante o período fermentativo, é possível

analisar a perda de cor durante a fermentação, sendo resultado dessa degradação

estrutural dos compostos fenólicos e demais componentes bioativos presentes na

bebida. As enzimas liberadas pelos microrganismos presentes no SCOBY e no

líquido fermentado podem biodegradar os polifenóis, diminuindo sua quantidade,

mas também são capazes de biotransformar vários fitoquímicos presentes no chá

em compostos fenólicos, resultando numa diminuição da intensidade de cor da

bebida (Chakravorty et al., 2016; Watawana et al., 2017).

A bactérias ácido láticas são probióticos relacionados a diversos benefícios

associados à ingestão frequente de bebidas contendo essas bactérias. A kombucha

é uma cultura protossimbiótica, caracterizada por uma diversidade de

microrganismos. Nesse estudo, avaliou-se o crescimento dessas bactérias durante

os 4 primeiros dias de fermentação, sendo observado um aumento gradual da sua

concentração, atingindo 4 x 107 UFC/mL. A concentração celular de bolores e

leveduras atinge o valor máximo no quarto dia de fermentação (6 x 106 UFC/mL),

havendo uma diminuição da concentração celular até o sexto dia para 106 UFC/mL.

Foi observada uma diminuição da concentração de açúcares redutores totais

durante todo período de fermentação, com valor inicial de 49,86 g/L e valor final de

33 g/L no sexto dia de cultivo. Isso decorre do consumo dos carboidratos como fonte

de carbono pela cultura simbiótica para a produção de metabólitos como ácidos
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orgânicos e álcool. De acordo com Villarreal-Soto et al. (2018), no processo

fermentativo da kombucha, as leveduras oxidam açúcares simples a etanol e este, é

oxidado a ácido acético pelas bactérias acéticas. A fonte de carbono também é

utilizada para a síntese de celulose bacteriana.

7.3 Liofilização

Foi avaliado o rendimento da kombucha em pó, a umidade e a reconstituição

do pó liofilizado em água gaseificada, além de ser investigada a concentração de

células viáveis após a liofilização. O rendimento do pó de 6,8% foi considerado

adequado, visto que se trata de uma bebida com grande quantidade de água. A

umidade do produto final (5,7 %) caracteriza um produto desidratado de baixa

umidade (< 10%), o que é importante para a manutenção das suas características

de conservação. É importante ressaltar a baixa quantidade de pó que é necessária

para a sua reconstituição em água gaseificada, sendo usado 1 g de pó para 50 mL

de água.

A adição de inulina como agente crioprotetor conferiu uma melhor

estabilidade ao pó liofilizado após 7 dias de acondicionamento à temperatura

ambiente. Quando comparado com a amostra 1 (controle, sem adição de inulina), foi

possível visualizar que as amostras que continham inulina não absorviam umidade,

não sendo observadas alterações no seu aspecto visual. Por outro lado, a amostra

controle absorveu muita umidade no período observado. Após a liofilização, a

amostra está seca, e manter essa característica do produto final é importante para

garantir a sua estabilidade, principalmente quando for destinado ao mercado

consumidor.

Dentro dos parâmetros físico-químicos, é importante destacar que o pH da

bebida antes de ser liofilizada estava acima do regulamentado pela Instrução

Normativa nº 41 que estabelece como valor máximo 4,2. Mas quando diluído na

proporção supracitada, observa-se que o pH esteve próximo de 3, atendendo ao

valor da legislação.

Os pós liofilizados não apresentaram concentração de células viáveis em

nenhuma das amostras testadas, mesmo na presença do crioprotetor inulina. Os

resultados mostram a necessidade de mais estudos a respeito do processo de



39

liofilização e do emprego de crioprotetores, avaliando-se parâmetros de secagem

como volume a ser liofilizado, tempo de liofilização e diferentes tipos de

crioprotetores que possam conferir proteção durante o estresse celular causado pelo

congelamento e liofilização.

Analisando os compostos fenólicos, pode-se observar que foram obtidas

elevadas concentrações desses compostos nas amostras liofilizadas. A presença de

inulina ocasiona uma diminuição da concentração de fenólicos; no entanto, ainda

assim são observadas concentrações entre 100 e 1500 μg de ácido gálico por grama

de amostra liofilizada. Os compostos fenólicos trazem inúmeros benefícios à saúde,

como efeito cardioprotetor, antioxidante, ação anti-inflamatória e além de proteção

contra doenças intestinais (Barbalho et al., 2019; Shang et al., 2021).

Também foi observada a presença de flavonoides nas amostras liofilizadas,

com concentrações entre 0,2 e 0,3 mg de quercetina por grama de amostra

liofilizada para as amostras que continham o crioprotetor.

No Brasil, não existe uma recomendação diária para o consumo de

compostos fenólicos totais. Em estudo recente desenvolvido por Carnaúba (2021),

considerando indivíduos da população brasileira com ≥ 10 anos de idade incluídos

na Pesquisa de Orçamentos de Familiares (2008 – 2009), foi estimado um consumo

diário de compostos fenólicos totais de 204 mg/dia. De acordo com o Guia Alimentar

para a População Brasileira, o consumo mínimo recomendado de frutas, legumes e

verduras é de 400 g/dia, o que garantiria a ingestão de no mínimo 1000 mg/dia de

polifenóis. Dessa forma, a ingestão de fenólicos totais pela população brasileira

pode ser considerada baixa, especialmente em razão do consumo insuficiente de

frutas e hortaliças.

Considerando os resultados de concentração de bioativos no pó liofilizado da

kombucha, observa-se que a bebida reconstituída em água é uma opção prática de

consumo, além de ser fonte de compostos bioativos que trazem importantes

benefícios à saúde.
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8 CONCLUSÕES

A kombucha é uma bebida rica em diversidade de microrganismos e

compostos nutritivos à saúde, entre eles os fenólicos e flavonóides. A aplicação

tecnológica do processo de liofilização é inovadora e inclusive ainda não prevista

pela Instrução Normativa que regulamenta os padrões de qualidade da kombucha,

caracterizando um novo produto com grande potencial de mercado. Os resultados

obtidos nesta pesquisa são promissores, considerando a obtenção de um pó

liofilizado com alto teor de compostos fenólicos e flavonóides. Apesar de não ter sido

observado crescimento microbiano, torna-se importante a realização de estudos

complementares para avaliar a adição de diferentes agentes crioprotetores ou suas

combinações para garantir a viabilidade microbiana.
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