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RESUMO

VENTURIM, Barbara Cogo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Producao de kombucha a partir de diferentes in6culos brasileiros. Orientador: José
Guilherme Prado Martin. Coorientadores: Wendel Batista da Silveira e Fabio Coelho Sampaio.

Kombucha ¢ uma bebida obtida pela fermentacdo de cha (Camellia sinensis) por um indculo
popularmente conhecido como SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast). No Brasil,
a cultura de doacdes de SCOBY entre os produtores ¢ amplamente difundida; somada as
diferentes condi¢des de fermentagdo, a diversidade de indculos resulta em bebidas com
caracteristicas distintas. Neste trabalho, 30 amostras de SCOBY de diferentes regides
brasileiras foram utilizadas para producdao de kombucha. No decorrer de 10 dias de
fermentagao, analises de pH e acidez total titulavel (ATT) foram determinadas. As populagdes
de leveduras, bactérias acéticas (BAA) e do acido latico (BAL) dos indculos foram
quantificadas ao término da fermentagdo. O teor de acidez volatil e as concentragdes de acido
acético, acido gliconico, acido latico e etanol foram determinadas, assim como as concentragdes
de sacarose, glicose e frutose residuais. Por fim, foram realizadas andlises de rendimento,
produtividade volumétrica e capacidade de retencdo de 4gua do material celuldsico gerado apds
o periodo de fermentagdo. O pH das bebidas variou entre 2,38 € 4,82; a ATT entre 0,02 e 1,96%
(p/v) e a acidez volatil entre 0,89 e 32,2 mEq/L. O 4cido gliconico foi identificado como o
principal 4cido nas kombuchas, variando de 3,12 a 6,78% (p/v), seguido do &cido acético (0,18
a 0,53% p/v) e acido latico (0,01 a 0,08% p/v). Todas as kombuchas apresentaram baixo teor
alcoolico, com excec¢do de K15 (0,83% v/v). Os acucares residuais da kombucha variaram de
0,28 a 5,16% (p/v) para sacarose; 0,53 a 1,73% (p/v) para glicose e 0,22 e 1,44% (p/v) para
frutose. As contagens dos grupos microbianos majoritarios variaram de 6,68 a 10,03 Log UFC/g
para BAA; de 6,48 a 9,35 Log UFC/g para BAL; e de 6,03 a 9,48 Log UFC/g para leveduras.
Apesar da sintese de celulose bacteriana (CB) durante a fermentagdo da kombucha, a
produtividade volumétrica foi relativamente baixa nas condi¢des de fermentagdo avaliadas
(0,001 a 0,012 g/L.h); em contrapartida, a capacidade de reten¢do de dgua foi alta (méxima de
98,54%). Tendo em vista a crescente producdo industrial de kombucha e celulose bacteriana,
os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para um maior entendimento acerca dos
impactos dos parametros fermentativos na qualidade da bebida, bem como no rendimento da

producdo do material celuldsico.

Palavras-chave: Bebida fermentada. SCOBY. Celulose bacteriana.



ABSTRACT

VENTURIM, Barbara Coégo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2022.
Production of kombucha from different Brazilian inocula. Advisor: Jos¢ Guilherme Prado
Martin. Co-advisors: Wendel Batista da Silveira and Fabio Coelho Sampaio.

Kombucha is a beverage obtained by fermenting tea (Camellia sinensis) by an inoculum
popularly known as SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast). In Brazil, the culture
of SCOBY donations among producers is widespread; besides different fermentation
conditions, the SCOBY diversity results in beverages with distinct characteristics. In this work,
30 SCOBY samples from different Brazilian regions were used for kombucha production.
During 10 days of fermentation, analyzes of pH and total titratable acidity (TTA) were
determined. The populations of yeast, acetic bacteria (BAA) and lactic acid (LAB) in SCOBY
samples were quantified at the end of fermentation. The volatile acidity content and the
concentrations of acetic acid, gluconic acid, lactic acid and ethanol were determined, as well as
the residual concentrations of sucrose, glucose and fructose. Finally, analyzes of yield,
volumetric productivity and water retention capacity of the cellulosic material generated after
the fermentation were performed. The pH of the beverages ranged from 2.38 to 4.82; the ATT
from 0.02 to 1.96% (w/v) and the volatile acidity from 0.89 to 32.2 mEq/L. Gluconic acid was
identified as the main acid in kombucha, ranging from 3.12 to 6.78% (w/v), followed by acetic
acid (0.18 to 0.53% w/v) and lactic acid (0 .01 to 0.08% w/v). All kombucha evaluated showed
low alcohol content, except the K15 (0.83% v/v). Residual kombucha sugars ranged from 0.28
to 5.16% (w/v) for sucrose; from 0.53 to 1.73% (w/v) for glucose and from 0.22 and 1.44%
(w/v) for fructose. The major microbial populations ranged from 6.68 to 10.03 Log CFU/g for
BAA; from 6.48 to 9.35 Log CFU/g for BAL; and from 6.03 to 9.48 Log CFU/g for yeast.
Despite the bacterial cellulose synthesis during the kombucha fermentation, its volumetric
productivity was relatively low in the evaluated fermentation conditions (0.001 to 0.012 g/L.h);
on the other hand, its water retention capacity was high (maximum of 98.54%). In view of the
growing industrial production of kombucha and bacterial cellulose, the results obtained in this
work may contribute to a better understanding of the impacts of fermentation parameters on the

quality of the beverage, as well as on the production yield of the cellulosic material.

Keywords: Fermented beverage. SCOBY. Bacterial cellulose.
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INTRODUCAO GERAL

O mercado de bebidas fermentadas com propriedades funcionais encontra-se em
expansao, em decorréncia de uma crescente demanda, nos ultimos anos, por um estilo de vida
mais saudavel. Nesse contexto, destaca-se a kombucha, que ¢ obtida a partir da fermentagao de
infusdes de folhas da espécie vegetal Camellia sinensis. O consumo crescente tem sido
associado, em parte, aos potenciais beneficios atribuidos a sua ingestao, como modulacio da
microbiota intestinal, fonte de antioxidantes e vitaminas, detoxificagdo do organismo e
fortalecimento do sistema imunologico (COSTA et al., 2021).

A producao da kombucha envolve a combinagao de trés tipos de fermentagdes do cha
adocado: acética (predominante), alcodlica e latica (VILLARREAL-SOTO et al., 2018). A
microbiota acética (BAA) ¢ responsavel, em grande parte, pela formagdo dos acidos organicos
ao longo do processo fermentativo, incluindo-se os acidos acético e o gliconico (MOURA,
2019). Leveduras desempenham papel fundamental na fermentagdo alcodlica, producao de
compostos aromaticos frutados e ésteres volateis que conferem a bebida um aroma semelhante
a sidra (MAYSER et al. 1995). J4 as bactérias laticas (BAL) contribuem para a sintese de
compostos antimicrobianos (OZOGUL e HAMED, 2018) e de acido latico, que ¢é percebido ao
paladar como “levemente azedo” e “acre”, influenciando positivamente no sabor e aroma da
kombucha (HARRISON e CURTIN, 2021).

A microbiota envolvida na fermentagao da kombucha encontra-se estruturada em um
biofilme celulésico popularmente conhecido como SCOBY (sigla para a expressdao em inglés
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast), que ¢ utilizado como indculo no inicio da
fermentagcdao (JAYABALAN et al., 2014). Diferentes espécies de bactérias e leveduras ja foram
identificadas em in6culos de kombucha, como Candida californica, Zygosaccharomyces
rouxii, Metschnikowia pulcherrima e Acetobacter spp. (SANTOS, 2016).

Além disso, a composi¢do microbiana na bebida pode variar a depender da origem do
in6culo, bem como do ambiente de processamento; tal variagdo, em conjunto com outras
variaveis — como tipo de cha utilizado como substrato, concentracdo de sacarose e bindmio
tempo e temperatura — podem impactar diretamente na qualidade do produto final
(WATAWANA et al., 2015; SANTOS, 2016). Por isso, controlar as condigdes do processo e
compreender a influéncia da microbiota nas caracteristicas fisico-quimicas da bebida ¢
imprescindivel para sua qualidade. Neste trabalho, foi realizada a caracterizacao de diferentes
SCOBY de kombucha utilizados no Brasil e avaliados alguns parametros fermentativos no

decorrer da producdo da bebida.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar amostras de SCOBY brasileiros de kombucha e avaliar sua influéncia no

processo fermentativo e qualidade fisico-quimica da bebida.

Objetivos especificos

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Coletar amostras de SCOBY de diferentes regides do Brasil para constru¢do de uma
cole¢do de indculos para produgdo de kombucha;

Quantificar as populacdes de microrganismos majoritarios dos SCOBY (leveduras,
bactérias do acido acético e bactérias do acido latico);

Avaliar e acompanhar a performance fermentativa de diferentes indculos por meio da
realizacdo de analises fisico-quimicas;

Determinar o teor de 4cidos volateis e as concentragdes dos principais acidos organicos
presentes nas bebidas fermentadas por diferentes indculos de kombucha;

Determinar o teor alcoolico das kombuchas ao final do processo fermentativo;
Determinar as concentracdes dos agucares residuais das kombuchas ao final do processo
fermentativo;

Avaliar os rendimentos, produtividade volumétrica e capacidade de retencdo de d4gua do

material celulosico dos SCOBY ao término da fermentagao.
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CAPITULO 1. REVISAO: IMPACTO DAS CONDICOES DE FERMENTACAO NA
QUALIDADE DA KOMBUCHA

Resumo

Kombucha ¢ uma bebida produzida a partir da fermentagao de cha da espécie Camellia sinensis
por uma cultura popularmente denominada SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast),
resultando em uma bebida acida, ligeiramente doce e carbonatada. Nos ultimos anos, o aumento
da demanda por alimentos mais saudaveis ¢ a busca por produtos inovadores estimulou
investimentos da industria alimenticia na produgdo e comercializagcdo da bebida. A kombucha
apresenta elevadas concentragdes de acidos organicos e polifendis, compostos que tém sido
associados a potenciais beneficios a satide. Tendo em vista a crescente produgao industrial de
kombucha no pais, elucidar os processos metabodlicos que ocorrem durante a fermentacgao
podera contribuir para um maior controle das varidveis fermentativas, resultando em melhoria
da qualidade do produto. A presente revisao tem por objetivo abordar os aspectos historicos,
economicos ¢ de producdo da kombucha, destacando as variaveis do processo que impactam
direta ou indiretamente nas caracteristicas desta bebida fermentada.

1. HISTORICO DA PRODUCAO DE KOMBUCHA E MERCADO ATUAL

O cha (Camellia sinensis) corresponde a segunda bebida mais consumida do mundo,
atras apenas da agua. As folhas, cultivadas em paises de regides tropicais e subtropicais, dao
origem a sete grandes variedades da bebida, que apresentam aromas e sabores caracteristicos,
como o cha branco, amarelo, verde, oolong, preto, Jasmim e o escuro fermentado. Tais
variedades resultam de diferentes niveis de oxidagdo, tempo de colheita e fermentacao
empregada nas folhas (CHANG, 2015). Os chés verde e preto merecem destaque no mercado
mundial da bebida, contribuindo com um montante de US$ 47,20 bilhdes em 2020
(RESEARCH AND MARKETS, 2021). Neste mesmo ano, a quantidade total de chas
produzidos ultrapassou 4,5 milhdes de toneladas, cujos principais paises produtores e
exportadores correspondem a China, India, Quénia, Sri Lanka, Peru e Indonésia (FARRER’S
TEA & COFFEE MERCHANTS, 2021). Apesar do Brasil ndo ter um grande mercado para o
produto, sua produgdo concentra-se principalmente no Vale do Ribeira, no Estado de Sao Paulo,
sendo quase toda sua produgdo exportada (NOBREGA, 2020).

Além de sua importancia historica e econdmica, o ché ¢ a principal matéria-prima da
kombucha. A producdo envolve a fermentagdo desse substrato por uma cultura popularmente

denominada SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast) (WATAWANA et al., 2015).
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Apos a fermentacdo, obtém-se a bebida, de caracter acido, ligeiramente doce e carbonatada.
Apesar do consumo estar relacionado a alguns paises, como China, Russia e Alemanha
(BRUSCHI, SOUSA ¢ MODESTO, 2018), este tem se expandido para praticamente todo o
mundo.

Historicamente, sua producao tem sido relatada desde 220 a.C., na Manchuria; porém,
como as rotas comerciais se estendiam além do Extremo Oriente, a kombucha foi levada para
Russia e Europa Oriental, sendo que durante a Segunda Guerra Mundial seu consumo se
estendeu também para o Norte da Africa (GREENWALT, STEINKRAUS ¢ LEDFORD, 2000).
Neste mesmo periodo, a bebida ja era conhecida na Itdlia, Franca e Espanha, porém com o
racionamento de mantimentos durante a guerra — principalmente de cha e agucar — a produgao
foi drasticamente afetada (JAYABALAN et al.,, 2014). Nos ultimos anos, a crescente
preocupacao dos consumidores com questdes relacionadas a satide, bem como a maior demanda
por alimentos com propriedades funcionais, tem estimulado a producao industrial de alimentos
fermentados (MINTEL, 2017). Surgem, assim, novas oportunidades de negocios baseadas na
comercializacao de alimentos com propriedades funcionais.

A kombucha apresenta em sua constitui¢do elevadas concentragdes de dcidos organicos
e polifenois, compostos potencialmente respdnsaveis por beneficios a satide, a saber: atividade
anticancerigena, antidiabética, anticolesterolémica, desintoxicante, melhora da imunidade e
tratamento de ulceras gastricas (FILIPPIS, TROISE e ERCOLINI, 2018). Apesar da suposta
relagdo do consumo de kombucha com propriedades funcionais, estudos em seres humanos sao
necessarios para a confirmacao de suas propriedades, uma vez que a maior parte dos estudos
desenvolvida até o momento utilizou ensaios in vivo ou modelo animal (KAPP e SUMNER,
2019).

O mercado da kombucha alcangou valores superiores a US$ 1,8 bilhdao em 2020 e suas
projecoes para o ano de 2025 sdo de US$ 5 bilhoes (SELBYVILLE, 2020). No Brasil, a
producao ¢ realizada principalmente de forma artesanal. Todavia, a producdo industrial estd em
franca expansao, com unidades produtoras nos estados do Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo (TISSOT, 2019). Diversas variedades de culturas podem ser
encontradas no mercado para produ¢do de kombucha; a empresa americana White Labs
comercializa um indculo caracterizado por média produgdo de acido acético e baixa produgao
de alcool (WHITE LABS, 2020); ja a Wellness Drinks comercializa o indculo de origem alema
com outras caracteristicas (WELLNESS DRINK, 2020). Porém, no Brasil, os indculos

geralmente sdo doados entre produtores adeptos da bebida, resultando, assim, em um produto
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final com caracteristicas distintas, tendo em vista a diversidade microbiana associada aos

inoculos nao padronizados e suas diferentes formas e locais de producao.

2. PARAMETROS LEGAIS DA PRODUCAO DE KOMBUCHA NO BRASIL

Em setembro de 2019, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
divulgou a Instru¢ao Normativa n° 41, na qual estabeleceu o Padrao de Identidade e Qualidade
(PIQ) da kombucha em todo o territdrio nacional (BRASIL, 2019). De acordo com esta IN, a
kombucha ¢ definida como “uma bebida fermentada obtida através da respiragdo aerdbia e
fermentagdo anaerdbia do mosto obtido pela infusdo ou extrato de Camellia sinensis e agiicares
por cultura simbidtica de bactérias e leveduras microbiologicamente ativas (SCOBY)”. No
momento da comercializagdo a bebida deve atender aos parametros fisico-quimicos

estabelecidos, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros analiticos para kombucha produzida no Brasil.

Parametros Minimo Maximo
pH 2,5 4,2
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha sem alcool - 0,5
Graduagao alcodlica (% v/v) kombucha com alcool 0,6 8,0
Acidez volatil (mEg/L) 30 130
Pressdo (atm a 20°C) na kombucha adicionada de CO» 1,1 3,9

Fonte: Brasil (2019).

Sao definidos como ingredientes obrigatorios: agua potavel, infusdo ou extrato aquoso
de C. sinensis, agucares e SCOBY, com qualidade adequada para fermentacdo alcodlica e
acética, desde que sua inocuidade seja garantida. Além disso, fica permitido o uso de
ingredientes opcionais, como infusdes de espécies vegetais em agua, ou seus extratos; frutas,
vegetais, especiarias, mel, melado e outros agucares de origem vegetal, desde que a
denominacdo de venda do produto no momento da comercializacdo indique todos os
ingredientes obrigatorios e opcionais adicionados, como por exemplo: “KOMBUCHA DE
(nome da(s) espécie(s) vegetal(is), se houver, associada a Camellia sinensis) COM (nome do(s)

ingrediente(s) opcional(is) COM AROMA DE (nome do aditivo aromatizante natural)
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GASEIFICADA (se adicionada de gas carbonico), COM ALCOOL (se contiver 4lcool acima
de 0,5% v/v)”, seguindo obrigatoriamente esta ordem.

A IN também proibe o uso de alegagdes funcionais e de satide nao autorizadas pela
legislacao especifica da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como “bebida viva”,
“bebida probiodtica”, “elixir da vida”, dentre outras denominagdes que possam atribuir
caracteristicas de qualidade superlativas e propriedades funcionais ndo comprovadas em seres
humanos. Além disso, fica proibida a utilizacdo de embalagens que remetam a produtos

farmacéuticos ou com propriedades terapéuticas, como conta-gotas ou ampolas.

3. PRODUCAO DE KOMBUCHA

A producdo de kombucha ocorre, majoritariamente, em escala artesanal, a partir do
cultivo em batelada a temperatura de 20 a 30 °C em recipientes de vidro cobertos com um tecido
poroso de maneira a permitir a aeracao do sistema sem que haja contaminagdo por insetos e
sujidades fisicas (Figura 1); no entanto, também pode ser realizada em escala industrial ou
laboratorial, utilizando-se fermentadores e biorreatores, respectivamente (PALUDO, 2017). A
producao artesanal de kombucha se disseminou ao redor do mundo, sobretudo pela doacao de
SCOBY entre amigos e familiares, com a possibilidade de aquisi¢do comercial de inoculos

relativamente padronizados.

il

g o
L ';(4./', Y .J{" P
7 ;; 7 - -

Cha de Camellia
sinensis adogado

Figura 1 - Sistema de produgao artesanal em batelada de kombucha e microrganismos aderidos
a celulose microbiana. Fonte: Adaptado de GREENWALT, STEINKRAUS e¢ LEDFORD
(2000).

Independentemente do modelo produtivo, o modo de preparo e os cuidados durante a

manipulagdo sao basicamente os mesmos. As proporcdes dos ingredientes utilizados no preparo
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da bebida variam, sendo geralmente utilizados de 8 a 12 g/L de folhas secas de Camellia
sinensis, 50 a 150 g/L de sacarose, 100 mL/L de cha (10% v/v) previamente fermentado em
uma batelada anterior — fragdo conhecida popularmente como “cha de arranque”, responsavel
pela redugcdo imediata do pH do meio, diminuindo os riscos de contaminagao por
microrganismos indesejaveis — além de 100 g/L de SCOBY (VINA et al., 2013). O fluxograma
com as etapas gerais da producdo de kombucha ¢ apresentado na Figura 2. Durante o processo
fermentativo, a microbiota do SCOBY e ché de arranque sao responsaveis pela fermentagao

alcoolica, latica e, predominantemente, acética (VILLARREAL-SOTO et al., 2018).

¥ 0 @

Folhas de

Agua potavel Acucar
Camellia sinensis guap ]

l

% Infusdo
(10 min / ~ 80 °C)

l

e Fermentagcdo em
@ _— aerobiose

(7 - 12 dias / 20 - 30 °C)

SCOBY + Cha de |
arranque

-

iftragac —
SN

(Peneira/papel filtro) j ;

SCOBY +
KOMBUCHA Cha de arranque

Figura 2 - Fluxograma de produ¢do da kombucha original. Fonte: autoria propria.

4. FATORES QUE INTERFEREM NO PROCESSO FERMENTATIVO

A produgdo da kombucha pode sofrer influéncia de diferentes fatores ao longo da
fermentagdo, como concentragdo de acucar e tipo de cha utilizado (WATAWANA et al., 2015),
bindmio tempo e temperatura empregado durante o processo (CHEN e LIU, 2000;

JAYABALAN et al., 2008), dimensdes das cubas de fermentagao (o uso de fermentadores com
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maior abertura tende a resultar em maior disponibilidade de oxigénio e consequentemente na
reducdo do tempo de fermentacdo aerdbica) (GOH et al., 2012), dentre outros. Tais variaveis
impactam diretamente na composi¢do ¢ concentracdo de metabodlitos na bebida, conforme

destacado na Figura 3.

BAA + BAL + Leveduras Camellia sinensis + outras infusodes

3

# Composicdes da microbiota refletem em # Composigdes centesimais e quimicas
caracteristicas quimicas e sensoriais
distintas na bebida

“ Qua"dade & a'gua

# Performances fermentativas

Concentracdo e tipo de acucar Agua potavel pH ~7 @
A $
# Tipos de aglicares contribuem para @ Aguas duras e dguas macias: Off-flavour
# performances fermentativas @ Agua destilada: § Complexidade de sabor

4 Concentracdes pode resultar em bebidas
excessivamente acidas

Temperatura ambiente

@ Agua clorada: § Crescimento microbiano

4 7 - 21 dias
20-30°C
4

Relagdo direta entre temperatura e tempo de fermentagao
Impacto nos aromas e sabores da bebida

Pote de vidro / Fermentador
4 Disponibilidade de oxigénio
4 Tempo de fermentacdo aerdbica

Figura 3 - Esquema ilustrativo das principais variaveis do processo produtivo da kombucha e
seus impactos no produto final. Fonte: Autoria propria.

Em relacdo ao chd, suas composigdes centesimal e quimica podem variar, dependendo
de fatores como origem e condi¢des de cultivo, estdgio de colheita e tipo de processamento pos-
colheita (BELITZ, GROSCH e SCHIEBERLE, 2009). Assim, ainda que provenientes de uma

mesma espécie, os diferentes tipos de cha existentes podem apresentar concentracdes de
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minerais, vitaminas, polifendis e flavonoides com diferengas significativas. Hou et al. (2006)
observaram que o cha verde apresentou maior conteudo de antioxidantes e de compostos com
atividade bioldgica de interesse quando comparado ao cha preto e oolong. Além disso, as
formulacdes da bebida fermentada a base de chéa verde resultaram em maiores produgoes de
acidos organicos em uma performance fermentativa mais eficiente em comparacao ao cha preto
(WATAWANA et al., 2015).

Apesar dos chas serem tradicionalmente utilizados para o preparo da kombucha, o uso
de outras infusdes de ervas tem sido avaliado, como por exemplo erva-cidreira (VELICANSKI
et al., 2007), erva-mate (PALUDO, 2017), flor de café¢ (KANNIAH, 2020) e hibisco (SANTOS
et al., 2018). No entanto, o uso de outros substratos que nao C. sinensis s6 € permitido como
espécie vegetal adjuvante da fermentacdo (BRASIL, 2019). Ainda se tratando de matérias-
primas, a sacarose ¢ a principal fonte de carbono e energia para a microbiota. Estudos
demonstram que a utilizagdo de agticar branco resultou em maior reducdo nos valores de pH
em compara¢do ao mascavo ¢ ao mel devido a maior disponibilidade de sacarose
(NASCIMENTO e LIMA, 2019). No entanto, quantidades excessivas de carboidrato podem
resultar em bebidas excessivamente acidas (PALUDO, 2017), prejudicando suas caracteristicas
sensoriais.

Outro aspecto relevante a ser considerado € o tipo de agua utilizado; uma vez que esta
corresponde a mais de 90% do produto, o controle de sua qualidade ¢ imprescindivel para uma
bebida que atenda aos padrdes de identidade e qualidade (VENTURINI, 2011). Desta forma,
ndo ¢ recomendado o emprego de d4gua com concentragdes elevadas e/ou baixas de carbonato
de calcio e magnésio (denominadas de d4gua dura e macia, respectivamente), uma vez que a falta
de equilibrio destes sais pode influenciar no sabor e aroma, resultando em off-flavour,
conferindo gosto salgado e formagdo de agregados indesejaveis que podem impactar
diretamente na homogeneidade da bebida (SANTOS, 2016).

Nao se recomenda também o uso de d4gua com auséncia de compostos minerais (como
agua destilada), visto que estes conferem complexidade de sabor ao produto, bem como agua
tratada a base de compostos clorados, pois 0s mesmos impactam negativamente no crescimento
microbiano desejavel (MCGEE, 2004). Recomenda-se, portanto, o uso de dgua mineral com
pH proximo da neutralidade e de boa procedéncia (SCHROEDER, 2019), ou, ainda, agua de
rede local, desde que filtrada em sistemas com diferentes estagios de carvao ativado para
remogio do cloro, amplamente empregados em cervejarias (GUIMARAES, 2020).

Por fim, diferentes combinagdes de tempo e temperatura de fermentacdo sdo

praticadas, geralmente variando de 7 a 21 dias (FILIPPIS et al., 2018) e com faixas de
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temperatura entre 20 ¢ 30 °C (CHU e CHEN, 2006). No Brasil, como a producdo ocorre
principalmente no ambito artesanal a temperatura ambiente, variagdes consideraveis sao
observadas a depender da regido do pais; ainda que ndo haja padroniza¢ao quanto ao bindmio
ideal, o término da fermentagdao pode ser determinado a partir da medida do pH (desde que
atenda a IN vigente), bem como das caracteristicas sensoriais desejadas, como por exemplo, a

acidez perceptivel a boca (NUMMER, 2013).

5. MICROBIOTA FERMENTADORA

Os indculos utilizados para producdo de kombucha apresentam em sua constituicdo
microfibrilas de celulose que no geral sdo sintetizadas por bactérias acéticas (BAA),
principalmente Komagataeibacter xylinus, anteriormente denominada Acetobacter xylinum
(JAYABALAN et al., 2014). BAA compreendem bactérias gram-negativas aerdbicas, que
podem utilizar agucares ou etanol como substrato para produgcdo de acido acético
(JAYABALAN et al., 2008). Dentre as principais espécies relacionadas a fermentagdo da
kombucha, destacam-se: Komagataeibacter xylinus, Gluconacetobacter xylinus, Acetobacter
xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti e Acetobacter pasteurianus
(BALENTINE, WISEMAN e BOUWENS, 1997; DUFRESNE e FARNWORTH, 2000).

No inicio da fermentacao aerdbica da kombucha, bactérias produtoras de celulose se
multiplicam na superficie do liquido, consumindo o oxigénio dissolvido, e, assim, produzindo
celulose de forma mais acelerada. Com o passar do tempo, a espessura da membrana ¢
aumentada pela deposi¢cdo de novas camadas de celulose na superficie (Figura 4A), resultando
em estruturas tridimensionais suspensas na interfase ar-liquido (RUKA, SIMON e DEAN,
2012). Desta forma, a celulose bacteriana (CB) permanece ligada as células bacterianas; esse
processo inclui a sintese de uridina difosfoglicose (UDPGlc), precursor da celulose, sendo que
em média cada célula de K. xylinus polimeriza até 200.000 residuos de glicose por segundo em
cadeiras de [-1,4-glicana por meio do complexo proteico de sintese de celulose
(VILLARREAL-SOTO, 2018), conforme ilustrado na Figura 4B.

CB apresenta estrutura com alto grau de polimerizagao, devido a organizacdo de suas
microfibrilas e nanofibrilas at¢ 100 vezes mais finas em comparacdo a celulose de origem
vegetal (OLIVEIRA et al., 2016). Essas caracteristicas resultam em um material de alta
resisténcia mecanica, elevada capacidade de retencdo de agua e alto indice de cristalinidade
(80-90%) (GREGORY et al.,, 2021). Destaca-se também seu alto grau de pureza; tal

caracteristica decorre da auséncia de hemicelulose, pectina e lignina em sua composigao,
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conferindo vantagens quanto a purificacdo e aplicacao industrial (RAHMAN e NETRAVALLI,
2016).
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Figura 4 - Esquema de producdo de celulose bacteriana (CB). (a) Producdao de CB pelo
complexo de secre¢do caracteristico de K. xylinus (b). Fonte: autoria propria, com informagdes
de RUKA, SIMON e DEAN (2012); VILLARREAL-SOTO (2018) e DONINI et al. (2010).

Leveduras, em estreita relagdo com BAA, também desempenham papel relevante. Sao
responsaveis pela hidrélise enzimatica extracelular da sacarose em glicose e frutose, produzindo
CO> e tragos de etanol (JAYABALAN et al., 2014). Além disso, sintetizam compostos
aromaticos frutados e ésteres volateis que conferem a bebida um aroma semelhante a sidra
(MAYSER et al, 1995). Dentre as espécies mais recorrentes, destacam-se
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera apiculata, Hanseniaspora
guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyces lambicus, Brettanomyces custersii €
Candida stellate (PALUDO, 2017).

Simultamente, BAA sdo responsdveis pela producdo da pelicula celuldsica
(SCHROEDER, 2019), transformac¢ao da glicose em acido gliconico e da frutose em acido
acético, além de outros acidos organicos, resultando em redu¢ao do pH e impactando
diretamente no gosto acido (NEFFE-SKOCINSKA et al., 2017). Diversos estudos tém indicado
uma variedade de 4cidos organicos presentes na bebida ao final da fermentacao, incluindo os

acidos acético, citrico, folico, gliconico, glicuronico, latico, malico, maldnico, oxalico, piravico
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e tartdrico (MOURA, 2019). Além de utilizarem glicose e frutose como fonte de carbono e
energia, BAA podem utilizar etanol como fonte de energia para seu crescimento; sendo assim,
o carbono resultante da fermentacao de aguicares sera direcionado para a produ¢do de mais acido
acético e celulose bacteriana (CHEN e LIU, 2000). As modificagdes do substrato durante a
fermentagdo sdo decorrentes, portanto, deste consorcio microbiano que atua de maneira

simbidtica (BRUINI et al., 2019), conforme esquematizado na Figura 5.
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Figura S - Esquema representativo dos efeitos da microbiota entre leveduras e bactérias durante
a fermentacao da kombucha. Fonte: Adaptado de Villarreal-Soto (2018) e Markov et al. (2003).

Apesar do pouco destaque na fermentagdo da kombucha, bactérias do acido-latico
(BAL) podem desempenhar papel relevante do ponto de vista de qualidade e seguranca do
produto, a medida que estdo relacionadas a producdo de compostos antimicrobianos (como
bacteriocinas, capazes de controlar o crescimento de microrganismos potencialmente
patogénicos) (OZOGUL e HAMED, 2018), bem como 4cido latico, que pode suavizar o aroma
e o sabor da bebida, resultando em uma sensacao referida como “levemente azeda” e “acre”
(HARRISON e CURTIN, 2021).

A composicao da microbiota fermentadora pode variar consideravelmente a depender
da constituicdo inicial do SCOBY e do cha de arranque, bem como da contribuicdo da
microbiota do ambiente de processamento (SANTOS, 2016), resultando em caracteristicas
quimicas e sensoriais distintas na bebida. Na Tabela 2, sdo apresentados resultados acerca da

diversidade microbiana envolvida na fermentagao da kombucha produzida em diferentes paises.
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Tabela 2 - Principais microrganismos identificados no SCOBY e no cha de arranque de
kombuchas produzidas em diferentes paises.

Paises Bactérias predominantes Leveduras predominantes Referéncias
Arab'la Acetobacter xylinum Candida gyzlltermondn Jayabalan et
Saudita . Candida kefyr
Acetobacter pasteurianus - al. (2014)
Saccharomycodes ludwigii
Irlanda Gluconacetobacter sp.
Lactobacillus sp. Zygosaccharomyces sp. Marsh et al.
Thermus sp. Dekkera sp. (2014)
Lactococcus sp.
Italia Komagataeibacter intermedius Zygosaccharomyces parabailli Gaggia et al.
Komagataeibacter rhaeticus Brettanomyces bruxellensis (2018)
Ucrania éZ;:;b;;;ihS;% Candida stellata Reva et al.
Herbaspirillum spp. Pichia sp. (2015)
Australia Brettanomyces bruxellensis
Acetobacter svlinum Torulospora delbreuckii Teoh, Heard e
Y Rhodotorula mucilaginosa Cox et al.
Schizosaccharomyces pombe (2004)
Brasil Acetobacter tropicalis Debaryomyces hansenii
Pseudoalteromonas sp. Pichia oxidentalis Zhang (2019)

Halomonas sp.
Vibrio sp.

Rhodotorula mucilaginosa
Brettanomyces anomalus

6. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a crescente producao industrial de kombucha, uma maior compreensao
sobre os processos metabdlicos ao longo da fermentacdo ¢ fundamental para futuras
otimizagdes, bem como para a melhoria da qualidade da bebida, impactando positivamente nos
atributos sensoriais € no rendimento da produgdo. Diferentes pardmetros podem ser modulados
durante o processo fermentativo, como tipo de SCOBY utilizado, manuten¢do adequada,
bindmio tempo e temperatura, concentragao de aguicares no substrato fermentativo, procedéncia
do cha utilizado na producdo, bem como aspectos de dimensionamento dos recipientes
fermentadores, dentre outros. Além disso, durante a fermentacdo s3o observadas
transformagdes tanto no substrato fermentativo (chd) quanto na fragdo solida composta de
celulose bacteriana, material que vem ganhando destaque por ser uma alternativa a celulose
vegetal, correspondendo, portanto, a um produto mais sustentdvel a ser explorado

industrialmente cada vez mais nos proximos anos.
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CAPITULO 2. AVALIACAO DA PERFORMANCE FERMENTATIVA DE
DIFERENTES INOCULOS BRASILEIROS DE KOMBUCHA

1. INTRODUCAO

Kombucha ¢ uma bebida fermentada produzida a base de cha (Camellia sinensis) por
meio de um inoculo popularmente conhecido como SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria
and Yeast) (WATAWANA et al., 2015). De carater acético, apresenta acidez e gosto
caracteristicos; sua producdo e consumo tém crescido nos ultimos anos em todo o mundo, com
valores superiores a US$ 1,8 bilhdo em 2020 e projecoes para o ano de 2025 da ordem de US$
5 bilhdes (SELBYVILLE, 2020). No pais, a bebida deve atender ao Padrao de Identidade e
Qualidade (PIQ) da kombucha produzida em todo o territdrio nacional, de acordo com a
Instru¢do Normativa n° 41 (BRASIL, 2019), que determinou os parametros fisico-quimicos
para o produto final no momento da comercializacdo.

Diversas variedades de inoculos para produg¢do de kombucha podem ser encontradas
no mercado; no Brasil, geralmente sdo adquiridos por meio de doagdes entre produtores da
bebida, resultando, assim, em um produto com caracteristicas distintas, tendo em vista a
diversidade microbiana dos indculos ndo padronizados e suas diferentes formas e locais de
preparo (SANTOS, 2016). A microbiota envolvida na fermentacdo da kombucha realiza
simultaneamente as fermentagdes alcodlica, latica e acética, esta ultima a predominante
(VILLARREAL-SOTO et al., 2018; BRUINI et al., 2019).

Bactérias acéticas (BAA) sdo responsaveis pela produgdo significativa de acidos
organicos, especialmente acético, citrico, folico, gliconico, glicurdénico, malico, malonico,
oxalico, piruvico e tartarico (MOURA, 2019); além disso, contribuem para a formacao da
pelicula celulosica ao longo da fermentacdo aerdbica, dando origem a uma estrutura
tridimensional caracteristica (JAYABALAN et al., 2014). O sabor tipico ¢ influenciado pela
formagdo de compostos aromaticos frutados, €steres volateis e tragos de etanol produzidos
especialmente pelas leveduras, resultando em um aroma semelhante ao da sidra (MAYSER et
al., 1995). J& as bactérias laticas (BAL) exercem papel no controle de microrganismos
potencialmente patogénicos por meio da producao de acido latico e compostos antimicrobianos
(OZOGUL e HAMED, 2018).

Tendo em vista a diversidade de indculos para producao de kombucha, a caracterizagdo

de SCOBY adquiridos de diferentes partes do Brasil fornecera informagdes relevantes acerca
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de seus impactos na qualidada da bebida, bem como quanto ao atendimento a regulamentacao
vigente no pais. Este trabalho teve por objetivo quantificar os grupos microbianos majoritarios
dos in6culos utilizados na produg¢ao de kombucha artesanal no pais, bem como avaliar sua
performance fermentativa, relacionando-a a qualidade fisico-quimica da bebida e a producao

de celulose bacteriana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtenc¢ao dos SCOBY

Inicialmente, formuléarios online foram aplicados a potenciais colaboradores
voluntarios produtores de kombucha dispostos a encaminhar seus respectivos SCOBY. A partir
das respostas obtidas, 30 diferentes doadores foram selecionados de diferentes regides
brasileiras (Figura 1), sendo 17 provenientes da regido Sudeste, 7 da regido Sul, 5 da regido
Centro Oeste ¢ 1 da regido Nordeste. Critérios como tempo e volume de produgdo, origem do
indculo, caracteristicas sensoriais, dentre outros, foram utilizados na sele¢do dos doadores, que
se autodeclararam voluntarios (Apéndice A). Os SCOBY encaminhados ao Laboratério de
Microbiologia de Produtos Fermentados (FERMICRO/UFYV) foram codificados de K1 a K30,

conforme a ordem de recebimento.

K29

K21

K1, K3, K8, K11,
K17 e K22

K10, K18 e K24

K25 K4, K13, K14, K15

K2, K5, K7, K9, K19

K20, K27 e K28

K12 e K26
+ ®

‘ K16 e K30

Figura 1 — Distribui¢ao dos in6culos de kombucha obtidos a partir de doagdes provenientes de
diferentes regides do Brasil. Fonte: Autoria propria.

2.2. Replicacgao e padronizacao dos SCOBY

Os 30 fragmentos de SCOBY obtidos foram replicados para obten¢do de matrizes
robustas e em quantidades suficientes para as fermentagdes. Para tal, 10% (m/v) de SCOBY,

10% (v/v) de cha de arranque, 0,8% (m/v) de folhas secas de C. sinensis (GunPowder Green
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tea 9375, China) e 8% de sacarose (m/v) foram utilizados. Um esquema geral da replicacdo e

padronizagdo dos inoculos estd apresentado na Figura 2.

r——% armazenamento %

l
&
|

1 frag. 20 mL
SCOBY
Tt
20mL, 100 mL
7 dias 7 dias 21 dias
1% etapa 2% etapa 3% etapa

Figura 2 - Replicagdo e padronizagio dos indculos de kombucha. Fonte: Autoria propria. A
esquerda as etapas gerais da replicagio dos SCOBY de kombucha. A direita, as imagens do
inicio da segunda etapa da replicagdo, sendo (a) SCOBY formado durante a primeira
fermentagdo em béqueres de 20 mL; (b) Estes mesmos SCOBY formados ao final da
fermentagdo foram seccionados em trés partes menores; € (c¢) inicio da 2* etapa do processo de
replicacdo. Fonte: propria do autor.

Cada fragmento de SCOBY passou por 3 etapas de replicacdo: a primeira, com o
intuito de formar um SCOBY maior para que o mesmo fosse fragmentado em trés partes iguais;
a segunda, com o intuito de obtenc¢ao de quantidades suficientes para realizar as fermentagdes;
e, por fim, a terceira, com o objetivo de aumentar a robustez dos SCOBY e obter um cha de

arranque potencializado para alavancar a fermentagdo propriamente dita.

2.3. Producao da kombucha

Para anélise da performance fermentativa, o substrato foi elaborado conforme a Tabela
1. O acucar foi diluido em agua potavel, previamente esterilizada e aquecida a 80 °C; folhas
secas de C. sinensis (GunPowder Green tea 9375, China) (ANEXO A) foram acrescentadas a
solugdo e infusionadas por 10 minutos. Apos retirada das folhas por filtracdo e resfriamento,
200 mL do substrato foram distribuidos em béqueres de 250 mL e acrescidos de 1 SCOBY
previamente padronizado e 20 mL de seu respectivo ché de arranque (10% v/v); a abertura do

recipiente de fermentacdo foi recoberta com tecido voal esterilizado, contribuindo para o
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estabelecimento de um ambiente aerdbio. Os béqueres foram incubados a 25 °C em incubadora
BOD durante 10 dias. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada fragmento de
SCOBY avaliado. As matrizes celuldsicas excedentes geradas ao final das fermentagdes foram
armazenadas juntamente com cha de arranque em potes de vidro a temperatura ambiente,

garantindo-se um estoque dos inoculos.

Tabela 1 - Formulagao padrao e condi¢des experimentais para avaliagdo da performance
fermentativa dos inoculos de kombucha.

SCOBY padronizado 1 unid.

Folhas de cha verde (Camellia sinensis) 0,8%

F laca dra

ormuiagao padrao Cha de arranque 10%

Sacarose 8%

Temperatura (BOD) 25°C

Condicoes

Tempo 10 dias

2.4. Avaliacao da performance fermentativa dos SCOBY

No decorrer do processo fermentativo, foram determinados os valores de pH e acidez
total titulavel (ATT) para as bebidas produzidas a partir dos diferentes indculos, bem como do
cha nao inoculado (controle), nos seguintes periodos: 0 (apés adicdo do SCOBY e cha de

arranque), 2, 4, 6, 8 e 10 dias de fermentagao.

2.4.1. Determinag¢ao do pH

A determinagao do pH foi realizada instrumentalmente utilizando-se potenciometro

previamente calibrado (ION, modelo pHB 500) (ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4.2. Determinacio da ATT

Para determinagdo da ATT, 5 mL da amostra foram transferidos para Erlenmeyer de

100 mL contendo 25 mL de agua destilada; trés gotas de solucdo de fenolftaleina 1% (p/v)

foram adicionadas e procedeu-se a titulacdo com solugdo padronizada de hidroxido de sédio
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(NAOH) 0,1 mol/L até coloragdo levemente rosada. Os resultados foram expressos em g de
acido acético por 100 mL de amostra (ADOLFO LUTZ, 2008), calculados a partir da formula
abaixo (Eq. 1).

V.M.F.PM

Acidez (%) = ———— (Eq. 1)

P.n. 10

Onde: V = Volume gasto de NaOH na titulagdo (mL); M = molaridade da solu¢cdo de NaOH; F
= Fator de corre¢do da solugdo de NaOH; PM = Peso molecular do acido correspondente
(g/mol); P = Massa da amostra (mL); n = Numero de hidrogénios ionizéveis. Fonte: (ADOLFO
LUTZ, 2008).

2.5. Quantificacao dos grupos microbianos majoritarios dos SCOBY

As populacdes microbianas de leveduras, BAA e BAL dos SCOBY ao término do
processo fermentativo foram quantificadas. Fragmentos de 1 g de cada SCOBY foram
transferidos para tubos Falcon contendo 5 pérolas de vidro e 9 mL de solu¢do salina 0,85%
(p/v); a mistura foi agitada em vortex durante 5 minutos. Aliquotas de 10 puL correspondentes
as dilui¢des decimais seriadas de 10~ a 10 foram plaqueadas, em triplicata, utilizando-se a
técnica de drop plate (HERIGSTAD, HAMILTON e HEERSINK, 2001) em Agar Glicose
Extrato de Levedura com Cloranfenicol (YGC) (para leveduras), Agar Glicose ¢ Extrato de
Levedura (GY) (para BAA) e Agar De Man, Rogosa-Sharpe (MRS) (para BAL). As placas para
contagem de BAA foram incubadas em aerobiose a 35 °C; para contagem de BAL, a 35 °C em
jarras de anaerobiose (BOGDAN et al., 2018). J4 as placas para contagem de leveduras foram
incubadas em aerobiose a 25 °C. Apos 48 horas, as colonias foram contadas para os trés grupos
microbianos e seus resultados foram expressos em Log UFC/g de SCOBY. Os indculos que
apresentaram os parametros fermentativos e a quantificagdo dos grupos microbianos
majoritarios da kombucha mais distintos entre si foram selecionados para as analises descritas

a seguir.
2.6. Caracterizacio de acidos organicos e etanol da kombucha
As concentragdes dos acidos organicos (acético, gliconico e latico) e etanol das

bebidas ao final do décimo dia de fermentagdo foram determinados por meio de Cromatografia

Liquida e Alta Eficiéncia (HPLC) (Cromatografo LC-20A Prominence Shimadzu, Japao)
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equipado com detector de indice refrativo RID-20A e coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm,
9 pum, Munich, Germany), em triplicata. Aliquotas de 20 uL de cada amostra de kombucha
fermentada foram filtradas em membranas de acetato de celulose com poros de 0,22 um de
diametro. Como fase moével foi utilizada solugao de 5 mM de acido sulfurico (Millipore,
Germany) em agua ultrapura. A corrida ocorreu de modo isocratico com fluxo de 0,7 mL/min
e temperatura de 40 °C para os trés acidos organicos analisados e o etanol (Sigma-Aldrich). A
concentracdo dos componentes quimicos foi determinada utilizando-se curvas-padrdo, e
elaboradas com as seguintes concentracdes em mM: 200, 75, 50, 35, 25, 10 e 5 para acido
gliconico; 400, 200, 150, 100, 70, 50, 20 e 10 para acido acético; 40, 10, 7, 5, 2 e 1 para acido
latico; e 400, 200, 150, 100, 70, 50, 20 e 10 para etanol.

2.7. Caracterizacao dos agucares residuais da kombucha

As concentracdes dos acucares residuais (sacarose, glicose e frutose) das bebidas ao
final do décimo dia de fermentac¢do foram determinados por meio de Cromatografia Liquida e
Alta Eficiéncia (HPLC) (Cromatdgrafo LC-20A Prominence Shimadzu, Japao) equipado com
detector de indice refrativo RID-20A e uma coluna Rezex RCM-Monosaccharide CA2+ (8%)
(300 x 7,8 mm, Munich, Germany), em triplicata. Aliquotas de 20 uLL de cada amostra de
kombucha fermentada foram filtradas em membranas de acetato de celulose com poros de 0,22
um de didmetro. Como fase movel, foi utilizada agua ultrapura. A corrida ocorreu de modo
isocratico com fluxo de 0,5 mL/min e temperatura de 80 °C para os trés agliicares analisados. A
concentracdo dos componentes quimicos foi determinada utilizando-se curvas-padrdo, e
elaboradas com as seguintes concentracoes: 8, 6, 4, 2, 0,8 ¢ 0,4% (p/v) para a sacarose (Neon);
200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 mM para glicose (Sigma-Aldrich); e 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25
mM para frutose (Sigma-Aldrich).

2.8. Determinacao da acidez volatil

O teor de acidos volateis foi efetuado através do arraste a vapor d’4gua e retificagao
dos vapores presentes na amostra. Para isso, foram utilizados 10 mL de kombucha coletados
nos tempos 0, 5 e 10 dias de fermentacao, juntamente com 250 mL de dgua ultrapura adicionada
ao gerador de vapor do aparelho de destilagcdo e conectado ao condensador (TECNAL - TE-
0871). Ap6s o processo de ebulicdo da agua, a torneira de vapor foi aberta, a fim de eliminar o

ar do aparelho e, eventualmente, o gas carbonico presente na agua. A partir do arraste dos acidos
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volateis durante o contato do vapor de 4gua com a amostra, foram obtidos 100 mL do destilado.
Por fim, 20 mL deste destilado foram titulados, em triplicata, com Hidréxico de Sédio 0,1 mol/L
padronizado (NaOH), em presenca de fenolftaleina 1% (p/v) (ADOLFO LUTZ, 2008), e

calculados a partir da formula abaixo (Eq. 2), cujos resultados foram expressos em mEq/L.

av (B = (B2) v.u. ) (Eq. 2)

L a

Onde: a = Aliquota de amostra; v = Volume gasto de NaOH na titulagdo (mL); M = Molaridade
da solu¢do de NaOH; f = Fator de corre¢do da solucdo de NaOH; Fonte: (ADOLFO LUTZ,
2008).

2.9. Caracterizacao da celulose

Ao final do periodo de fermentacdo, os SCOBY foram recolhidos e purificados para
remover as impurezas e microrganismos aderidos. Para purifica¢do, os mesmos foram lavados
com agua destilada e imersos em solu¢do de hidroxido de sddio 0,1 mol/L durante 24 horas em
estufa a 50 °C. Posteriormente, os SCOBY foram lavados e adicionados de uma nova solugao
de hidroxido de s6dio de mesma concentracdo, com trocas perioddicas a cada 24 horas, até que
as membranas apresentassem coloracdo branca em todas as suas camadas (SOUSA et al., 2021).
As membranas j4 purificadas foram pesadas e mantidas overnight a -80 °C em ultrafreezer. Em
sequéncia, foram liofilizadas (Liobras, modelo L101) por 24 a 72 horas, a depender da espessura
da membrana (SCHROEDER, 2019).

Apos esse periodo, as peliculas foram novamente pesadas. Com base nos dados
obtidos, foram determinados os rendimentos de producdo de celulose em base umida e seca
(ANTONIO et al., 2012), a produtividade volumétrica (CRUZ, 2019) e a capacidade de
retencdo de agua (AMORIM, 2020), conforme as equagdes a seguir, com pequenas

modificacdes para obtencao dos resultados em suas respectivas unidades.

Rbu = — (Eq. 3) - Rendimento de celulose em base imida (g/100 mL)

Rbs = — (Eq. 4) - Rendimento de celulose em base seca (g/100 mL)
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Pv = (Médm d;z:l' 1000) /t (Eq. 5) - Produtividade volumétrica (g/L.
h)
CRA = (Média d;z;;;fg;a dos Pl) . 100 (Eq. 6) - Capacidade de retencao de agua (%)

Onde: Rbu = Rendimento em base umida (g/100 mL); Rbs = Rendimento em base seca (g/100
mL); Pp = Peso dos biofilmes purificados (g); P1 = Peso dos biofilmes liofilizados (g); Pv =
Produtividade volumétrica (g/L.h); Média dos Pp = Média dos pesos dos biofilmes purificados
(g); Média dos P1 = Média dos pesos dos biofilmes liofilizados (g); t = tempo de fermentacao

(h).

2.10. Analises estatisticas

Todos os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o sofiware R com
interface no RStudio para os dados obtidos. A andlise estatistica Kruskal-Wallis (nao-
paramétrica) foi utilizada para verificar diferengas significativas entre os tratamentos, € o teste
Mann-Whitney para a conferéncia em pares de modo a identificar quais tratamentos foram

diferentes a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 455 potenciais doadores que responderam os formulérios, 30 foram selecionados
para participarem do estudo. Os indculos recebidos apresentavam coloragdo e espessura
distintas; as caracteristicas do biofilme podem variar a depender da diversidade microbiana, do
tempo de fermentacao e das propor¢des dos ingredientes utilizados como substrato fermentativo
no preparo da kombucha (LEE et al., 2015). Como os in6culos foram obtidos de diferentes
regides e considerando-se que cada produtor tem suas proprias formulacdes e métodos de
preparo, as diferencas observadas eram previstas.

O pH do cha nao fermentado (controle) estava proximo a neutralidade (6,43 + 0,35),
condizente, portanto, com os resultados obtidos por Lunkes ¢ Hashizume (2014), que avaliaram
o pH de diferentes infusdes de ervas, incluindo cha verde (valores entre 5,04 e 7,89). O pH
tende a ser reduzido no decorrer do processo fermentativo, uma vez que a microbiota consome
os carboidratos do substrato e produz acidos; consequentemente, observa-se também o aumento
dos valores de ATT. Na amostra controle, como o cha de arranque e o SCOBY ainda nao
haviam sido adicionados, o teor de ATT foi baixo (0,01 % + 0,00) (p/v). Para as kombuchas
fermentadas com diferentes indculos avaliados, as variagdes de pH observadas no decorrer de
10 dias de fermentacao estao apresentadas na Figura 3.

Os valores de pH das bebidas avaliadas variaram entre 4,82 e 2,38, resultados
semelhantes aos observados por Taufner (2020) (4,36 a 2,85). Previsivelmente, os indculos que
apresentaram os maiores valores de pH iniciais também resultaram nas maiores variagdes deste
parametro ao longo do tempo (K8, K15, K18, K12, K14, K16, K19 e K7). Kallel et al. (2012)
analisaram o pH de kombuchas e observaram fendmeno semelhante, com maior reducdo nos
primeiros dias; os autores destacam que a partir do 5° dia de fermentacdo, o pH se manteve
constante praticamente até o término da fermentacao (15 dias).

Em relagdo ao pH final apds 10 dias de fermentagdo, as bebidas produzidas pelos
in6culos K8, K12, K14, K15, K16 e K18 apresentaram os maiores valores, com destaque para
K8 (4,82 - 3,37). Ja as kombuchas K11, K20, K25 e K30 apresentaram os menores valores de
pH final (2,38). Estes apresentaram pH inferior ao minimo estabelecido pela IN brasileira;
portanto, considerando-se este parametro, estas bebidas poderiam ter sido fermentadas durante
apenas 4 dias para atender aos critérios da IN. Santos et al. (2019) observaram que 4 dias de
fermentagdo seriam suficientes para obten¢do de kombucha com melhor qualidade sensorial
nas condigdes avaliadas no estudo (2% de cha verde, 15% de ag¢ticar demerara, 1 SCOBY de 7

cm de didmetro e 20% de ché de arranque, sendo o substrato fermentado a 28 °C por 4 dias).
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Figura 3 — (A) pH das kombuchas durante 10 dias de fermentacdo. Linhas tracejadas em
vermelho representam os limites superior e inferior estabelecidos pela IN 46 (MAPA). (B)
Ordenacdo decrescente dos valores de pH das kombuchas durante 10 dias de fermentagdo —
maiores valores em cores quentes (vermelho) e menores valores em cores frias (azul). Bebidas
seguidas da mesma letra (a direita) ndo diferem entre si no ultimo dia de fermentacdo quanto

aos valores de pH (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
Fonte: propria do autor.

Uma vez que a medi¢do do pH corresponde a uma das formas mais comuns de se

determinar o término da fermentacdo da kombucha, bebidas com valores de pH muito reduzidos
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podem se apresentar muito acidas, impactando de maneira negativa na aceitagdo do consumidor
(NUMMER, 2013). Alguns estudos refor¢am, ainda, que bebidas com valores de pH nao
inferiores a 3 podem evitar problemas dentarios e gastrointestinais decorrentes da ingestao de
bebidas 4acidas (IVANISOVA et al., 2020).

Todas as bebidas apresentaram valores de pH reduzidos para a faixa estabelecida pela
IN 41 (4,2-2,5) apenas com a adi¢ao do cha de arranque, exceto para o indculo K8 (Figura 3A).
Assim, o cha de arranque pode influenciar significativamente na redugcdo do tempo de
fermentagdo da kombucha. Deve-se considerar, contudo, que caracteristicas sensoriais
desejaveis provém da fermentacdo ao longo do tempo; de qualquer forma, o uso de cha de
arranque mostrou-se importante na reducao inicial do pH da bebida, podendo exercer um papel
relevante na redu¢do dos riscos de contaminagdo por microrganismos indesejaveis no inicio do
processo. Apesar da origem diversificada, alguns inoculos apresentaram similaridade quanto ao
efeito na reducdo do pH no decorrer do processo fermentativo (Figura 3B), como os in6culos
K11, K20, K25 e K30.

Na Figura 4 estdo apresentados os valores de ATT das kombuchas, que variaram entre
0,02 e 1,96% (p/v) apds 10 dias de fermentagao. A kombucha K30 apresentou o maior valor de
ATT e variagdo ao longo do processo (0,21 a 1,96% p/v), ndo diferindo estatisticamente, no
entanto, das kombuchas K10, K13 e K25. Em contrapartida, as kombuchas K8, K15, K18 e
K23 apresentaram os menores valores de ATT. Estudo de Santos et al. (2019) demonstrou que
apods 6 dias de fermentagdo, a ATT das kombuchas avaliadas alcangou 1,89% e 2,07% (p/v)

para os chas preto e verde, respectivamente, valores proximos aos observados neste estudo.
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Figura 4 — (A) ATT das bebidas ao longo de 10 dias de fermentagdo. (B) Ordenagdo
decrescente dos valores de ATT das kombuchas durante 10 dias de fermentagdo — maiores
valores em cores quentes (vermelho) e menores valores em cores frias (azul). Bebidas seguidas
da mesma letra (a direita) ndo diferem entre si no ultimo dia de fermentacao quanto aos valores

de ATT (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). Fonte:
propria do autor.
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De maneira geral, os parametros de pH e ATT apresentaram correlagdo inversamente

forte (> 0,70), ou seja, enquanto o pH reduziu ao longo do tempo, a ATT aumentou (Figura 5).
£ =-0,72491
T
(=3

Figura 5 - Correlagdo entre os parametros pH e a ATT em relagdo a todos os inoculos
analisados. Fonte: propria do autor.
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A composi¢do da microbiota ¢ fundamental para a qualidade da kombucha; sendo
assim, a quantificacdo dos grupos microbianos majoritarios ¢ um parametro importante a ser
avaliado (JAFARI et al., 2021). Coldnias de leveduras, BAL ¢ BAA crescidas em agar apos

execugao da técnica de drop plate podem ser observadas na Figura 6.
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Figura 6 — Placas (em duplicata) com crescimento de colonias de leveduras (esquerda), BAL
(ao centro) e BAA (a direita) em meio de cultivo a partir da técnica de drop plate. Fonte: propria
do autor.

BAA sdo classificadas como gram-negativas que produzem acido acético a partir de
acucares ou etanol como fonte de carbono e energia (JAYABALAN et al., 2008). Dentre os
in6culos avaliados, K12, K15, K23 e K24 foram os que apresentaram as maiores populagdes
de BAA (de 9,29 a 10,03 Log UFC/g). Dentre as menores, destaque para os indculos K6, K9,
K11, K13, K20 e K25 (de 6,68 a 8,04 Log UFC/g) (Figura 7A e Material Suplementar -
Apéndice B). Tran et al. (2020) demonstraram aumento na populacdo de BAA na fracdo liquida
da kombucha de 4 para 7 Log UFC/mL durante 7 dias de fermentagao; Neffe-Skocinska et al.
(2017) observaram valores de 7,1 Log UFC de BAA/mL da bebida durante o mesmo tempo de
fermentacdo. Estudos de quantificagdo microbiana das matrizes celuldsicas sdo escassos, mas
estudos tém indicado maiores populagdes nas fragdes soélidas (SCOBY) em comparagdo com
as fracdes liquidas (Coton et al., 2017), bem como a predominancia de BAA nas matrizes

celulosicas, especialmente K. xylinus (JAYABALAN et al., 2014).
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Figura 7 — Quantificagdo dos microrganismos nos indculos de kombucha: (A) Bactérias
acéticas (BAA); (B) Bactérias laticas (BAL); e (C) leveduras; (d) Predominancia dos grupos
microbianos nos SCOBY avaliados.

Apenas os inoculos K7, K15, K24 e K27 apresentaram exclusivamente maior
contagem de BAA em comparacdo com os demais grupos microbianos (BAL e leveduras); ou
seja, 13,3% dos inoculos analisados (Figura 7D). Dessa forma, apesar de alguns estudos

relatarem uma predominancia de BAA na kombucha (NGUYEN et al., 2015), neste estudo
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verificou-se que para 36,7% dos inoculos ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as populacdes de BAA e BAL. Marsh et al. (2014) identificaram propor¢des consideraveis
de BAL dos géneros Lactobacillus e Lactococcus na kombucha e no SCOBY, sendo que as
propor¢des de BAL foram menores nas amostras analisadas nos trés primeiros dias de
fermentagdo e maiores no 10° dia, totalizando 35% do sequenciamento a nivel de género das
BAL de kombuchas irlandesas; os autores sugerem que BAL podem ser mais abundantes na
kombucha do que se supunha até entdo, particularmente nos ltimos estagios da fermentacao.

As maiores populacdes de BAL foram observadas para os inoculos K5, K12, K14,
K15, K18, K23 e K29 (de 9,11 a 9,35 Log UFC/g); as menores, para K1, K6, K7, K9, K11,
K13, K20 e K27 (de 6,48 a 7,84 Log UFC/g) (Figura 7B e Material Suplementar - Apéndice
B). As populagdes de BAL quantificadas em outros estudos variaram consideravelmente, de 3
Log UFC/g apds 25 dias de fermentacdo (Santos et al., 2017) a 7 Log UFC/g ap6s 8 dias de
fermentagdo (Coton et al., 2017). Tais diferencas podem estar relacionadas as condigdes
empregadas durante a processo fermentativo. Assim, embora geralmente BAL sejam
consideradas menos relevante para a kombucha, este grupo pode estar relacionado a efeitos
importantes, considerando-se suas reconhecidas fungdes na prevencdo do crescimento de
bactérias indesejaveis, sejam estas patogénicas (contribuindo para a seguranga do produto) ou
deterioradoras (impactando nas caracteristicas nutricionais e sensoriais da bebida) (GAO et al.,
2019).

Leveduras sdo essenciais para a producao de compostos aromaticos frutados, ésteres
volateis e tracos de etanol durante a fermentacdo da kombucha, contribuindo de maneira
significativa nos atributos sensoriais (MAYSER et al. 1995). A ecologia das espécies
envolvidas na fermentagdao envolve uma dinamica populacional que se inicia com as espécies
osmotolerantes, sucedidas e finalmente dominadas por espécies acido-tolerantes (TEOH,
HEARD e COX, 2004). Para os inoculos avaliados, as maiores populacdes de leveduras foram
observadas para K4, K15, K23 e K29 (8,90 a 9,48 Log UFC/g). K1, K6, K7, K9, K11, K13 ¢
K17 apresentaram as menores populacdes, nao diferendo estatisticamente entre si (de 6,03 a
6,78 Log UFC/g) (Figura 7C e Material Suplementar - Apéndice B). Santos, Barbosa e Lacerda
(2017) relataram populacdes de leveduras na fragdo liquida variando entre 6,17 Log UFC/mL
e 7 Log UFC/mL ap6s 25 dias de fermentacdo. J4 Teoh, Heard e Cox (2004) quantificaram o
grupo na pelicula celuldsica apds 7 dias de fermentacdo e encontraram valores entre 6 ¢ 8 Log
UFC/g. Diferencas quanto a abundancia dos grupos microbianos podem estar relacionadas ao
tipo de amostra avaliado; de qualquer maneira, tais valores estdo proximos aos encontrados

neste trabalho.
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Considerando-se todos os indculos analisados, em apenas 6,7% observou-se
predominancia de BAA e leveduras, sem diferenca estatistica entre si; para 43,3% dos SCOBY
avaliados, ndo houve predominancia de nenhum dos grupos, uma vez que nao foi observada
diferenca estatistica para os tamanhos de suas populacdes (Figura 7D). Nao existe um padrao
minimo desejavel para populacdes de BAA, BAL e leveduras em kombucha; de maneira geral,
as populacdes dos SCOBY aqui avaliados foram superiores as de outros estudos, o que pode
impactar na performance fermentativa e, consequentemente, na qualidade da bebida.

Cabe salientar que apesar de comumente se relacionar a maior abundancia de
microrganismos a maiores valores de acidez, K23 e K15 se destacaram pelas elevadas
populagdes microbianas, mas com reduzida ATT. Padrao inverso foi observado para K11, com
as menores populagdes e ATT elevada. A partir da analise de correlagdo de Pearson entre os
parametros fisico-quimicos e os microbiologicos, obteve-se uma correlagdo positiva fraca, de
0,40, demonstrando que outros fatores podem impactar esses resultados que ndo a densidade
populacional. Tendo em vista que os sistemas microbianos sao complexos e muitas vezes de
dificil predicdo (CARPENTER, 1999) ¢ que os indculos apresentam diferengas significativas
em termos de composi¢ao microbiana, modificagdes do substrato decorrentes do metabolismo
podem ocorrer de maneira distinta (COTON et al., 2017), contribuindo para uma variedade
consideravel nos atributos de qualidade do produto final.

Considerando-se, portanto, esta diversidade, os 6 indculos que mais diferiram entre si
quanto aos valores de pH e ATT do substrato fermentado, populagdes de BAL, BAA e leveduras
(K8, K11, K13, K15, K23 e K30) foram selecionados para andlise do consumo de carboidratos
fermentesciveis e producao de acidos organicos ao término da fermentacao. Independentemente
do SCOBY, é&cido gliconico foi o mais abundante na kombucha, seguido do acido acético
(Figura 8A). K15 foi a kombucha que resultou na maior concentragdo de acido gliconico (6,78
%); K11, K13 e K30 resultaram na maior produ¢do de acido acético (0,46, 0,48 e 0,53 %,
respectivamente), com valores consideraveis de ATT ao término da fermentagdo (0,97, 1,36 ¢
1,96 %, respectivamente). Diferentemente de K8, que apresentou a menor concentracao (0,18
%), e, consequentemente, menor ATT (0,15 %). Valores inferiores de acido gliconico (4,14%)
e superiores de acido acético (1,04%) foram observados em kombucha de cha verde fermentada
por 15 dias (KAEWKOS, BOVONSOMBUT e TRAGOOLPUA (2019); valores superiores de
acido acético (0,84%) também foram observados em outros estudos (JAYABALAN et al.
2007).
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durante 10 dias de fermentacdo (continua).
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Figura 8 - Quantificagdo dos acidos organicos e etanol sintetizados na kombucha fermentada
por diferentes SCOBY durante 10 dias. A) Concentragao do acido gliconico e acido acético,
expresso em % (g/100 mL de kombucha); B) Concentracdo de acidos volateis presentes na
kombucha (mEg/L); C) Concentracao de acido latico e etanol, expresso em % (g/100 mL de
kombucha). Colunas seguidas da mesma letra para cada metabdlito ndo diferem
estatisticamente entre si (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney).

A glucona-delta lactona e sua forma hidrolisada, o 4cido gliconico, tém sido utilizados
industrialmente como reguladores da acidez em alimentos, com a caracteristica de conferirem
pouco gosto acido (QUIROGA, 2016). Este acido organico, assim como o acético, ¢
determinante para o sabor e o aroma da kombucha. Enquanto o &cido acético (pKa = 4,75)
contribui para um sabor mais 4cido e adstringente, o acido gliconico (pKa = 3,86) resulta em
gosto acido mais suave e refrescante (CHU e CHEN, 2006; WANG et al., 2020). Tais
propriedades sensoriais estdo associadas a for¢a de dissociacdo dos &cidos; em geral, quanto
maior o pH do meio em relagdo ao pKa do acido, mais abudante ¢ sua forma dissociada (i.e.,
mais cargas H' livres) (TRAN et al., 2020), o que impacta na maior percep¢do sensorial da

acidez.
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Essa relacdo pode explicar, em parte, o fato do indculo K15 apresentar a maior
concentracgdo de acido gliconico (6,78 %) e a maior quantificagdo de BAA, porém uma baixa
acidez volatil (4,30 %). Espécies de BAA e Pseudomonas savastanoi foram as primeiras
culturas tidas como modelo para a produgao de acido gliconico; atualmente, sabe-se que outras
espécies sao potenciais produtoras, como Gluconobacter oxydans, Acetobacter diazotrophicus,
Acetobacter methanelicus (RAMACHANDRAN et al., 2006). Ainda que a identificagdo
taxonomica ndo tenha sido realizada neste estudo, a maior abundancia de BAA neste indculo
pode ter influenciado diretamente nos resultados observados.

O teor de acidez volatil das bebidas obtidas a partir dos diferentes indculos variou de
0,89 a 32,2 mEq/L no decorrer dos 10 dias de fermentacdo (Figura 8B). Como era de se esperar,
as kombuchas que apresentaram as maiores concentragdes de acido acético também resultaram
nos maiores valores de acidez volatil, sendo elas K30, K11 e K13, que nao diferiram
estatisticamente entre si. O oposto foi observado para K8, que apresentou o menor teor de acidez
volatil ao final do processo fermentativo (1,7 mEq/L). A IN 41/2019 determina os valores
minimos ¢ maximos de concentragdes de acidos volateis (30 - 130 mEq/L) do produto final,
evidenciando que todas as bebidas analisadas neste momento apresentaram valores inferiores
ao minimo estabelecido, exceto K30 (32,2 mEq/L).

Considerando-se que a maior parte dos indculos avaliados nao atendeu a exigéncia
legal mesmo apos 10 dias fermentacao (tempo superior ao comumente observado na produgao
comercial), talvez o padrdo vigente para acidez volatil para kombucha possa ser, futuramente,
revisado. Além disso, fica demonstrada a complexidade de se determinar o ponto de finalizagao
do processo fermentativo, visto que apesar da acidez volatil da kombucha K30 estar na faixa
Otima, seu pH ultrapassou o limite inferior estabelecido pela mesma legislagao apos 10 dias de
fermentacdo. Apesar da determinacdo da acidez volatil ser exigida na legislagdo brasileira, a
maior parte dos estudos publicados até o momento faz uso da determinacdo da acidez total
titulavel, provavelmente por ser uma analise menos laboriosa. Diversos estudos tém indicado
uma variedade de acidos organicos volateis presentes na bebida ao final da fermentacao,
incluindo, principalmente, o 4cido acético (MOURA, 2019). Dessa forma, o valor da acidez
volatil na bebida em geral ¢ muito proximo ao da acidez total, tendo em vista a baixa
concentracgdo de 4cidos fixos, como por exemplo o acido latico.

Em relacao ao 4cido latico, K23 e K15 foram os indculos que resultaram em maiores
concentracdes (0,08 e 0,06 %, respectivamente). K11 apresentou a menor concentragao (0,01
%), além da menor populagdo de BAL dentre os indculos avaliados (Figura 8C). Este acido

apresenta pKa de 3,85, significativa estabilidade quimica e térmica; na area de alimentos, ¢



51

amplamente utilizado para estender a vida util dos produtos, contribuindo para o controle de
microrganismos indesejaveis, bem como na prevengao de alteracdes nos atributos sensoriais do
produto (BENEVENUTI, 2016).

Como leveduras exercem um papel importante na fermentacdo da kombucha, ¢
praticamente inevitavel a formagdo de etanol, mesmo que em tragos. Por conta disso, a IN 41
(MAPA) determina que a kombucha seja devidamente classificada como de baixo teor alcodlico
(<0,5 % de etanol) (devendo constar no rotulo a informagao “Pode conter alcool em até 0,5 %
v/v”’) ou alcodlica (0,6 - 8,0 % de etanol) — sendo também obrigatdria a declaragdo da graduacao
alcéolica no painel principal do rétulo, expresso em porcentagem em volume % (v/v). No
mercado internacional, as kombuchas que apresentam teor alcodlico acima de 4% sao
comumente denominadas de “hard kombucha” (SUHRE, 2020). Considerando-se as bebidas
avaliadas para este parametro, todas poderiam ser classificadas como de baixo teor alcodlico,
com excecao de K15 (0,83 + 0,06 % v/v). K13, que apresentou teor alcoolico abaixo de 0,05 %
v/v, poderia ser designada como “zero alcool”, “zero % alcool” e até mesmo “0,0%” (BRASIL,
2019). Os resultados obtidos reforcam, portanto, a importancia da adequagao da rotulagem da
bebida quanto ao teor alcodlico, a partir do controle rigido dos parametros fermentativos
visando ao atendimento a legislagdo vigente no pais.

Outro aspecto relevante para a producdo da bebida diz respeito a concentracao de
acucares residuais. Apesar da microbiota fermentadora consumir grande parte dos carboidratos
fermentesciveis no decorrer do processo fermentativo, os aglicares adicionados ndo sio
completamente esgotados ao término da fermentag@o. A hidrdlise enzimatica da sacarose por
enzimas extracelulares sintetizadas por leveduras (invertases) libera glicose e frutose,
monossacarideos disponiveis para serem metabolizados por acéticas e laticas, produzindo ao
final do processo fermentativo inimeros metabolitos, como CO», tracos de etanol, acidos
organicos e a pelicula celulésica (SCHROEDER, 2019; JAYABALAN et al., 2014). Neste
estudo, concentragdo de 8% (p/v) de sacarose foi utilizada; os valores para os a¢ticares residuais
observados ap6s 10 dias de fermentacao estdo apresentados na Figura 9. As kombuchas K8 e
K15 foram as que apresentaram as maiores concentragdes de aglcares residuais: 5,16 e 3,58%
para sacarose, 1,70 e 1,73% para glicose e 1,07 e 1,44% para frutose, respectivamente. Observa-
se, portanto, o uso limitado da principal fonte de energia do substrato por esses indculos,
correspondendo a apenas 35,5% e 55,3% da concentracdo de sacarose inicialmente adicionada.
Esses resultados refutam, portanto, a ideia popularmente difundida de que a kombucha
apresenta reduzido teor de agucar, uma vez que praticamente todo o carboidrato seria

consumido no decorrer da fermentagdo. Trata-se, pois, de uma ideia equivocada, considerando-
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se que a depender do SCOBY utilizado, os niveis de agucares residuais no produto final podem
variar significativamente. Isso ¢ refor¢ado pelos resultados observados para o inoculo K30, que,
nas mesmas condigoes, consumiu 7,72% da sacarose adicionada inicialmente, resultando em

bebidas com os menores valores de agucares residuais dentre os SCOBY avaliados.

6
A B Sacarose ! Glicose = Frutose
wn
.§ 5
S
wn
g 4 AB
wn
o
S 3
B
< BC
g 2 A
= A A A
&1
B

X C

0

K8 K11 K30
Inoculos

Figura 9 — Concentragdo dos actcares residuais na kombucha fermentada durante 10 dias
(valores expressos em %, ou seja, g/100 mL de kombucha). Colunas seguidos da mesma letra
para cada tipo de carboidrato ndo diferem estatisticamente entre si (nivel de significancia de
5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).

Em relagdo a celulose bacteriana (CB), algumas espécies de BAA sdo descritas como
importantes produtoras (RUKA, SIMON e DEAN, 2014). Diferentemente da celulose vegetal,
a CB nado contém hemicelulose, pectina e lignina em sua composicao; tal pureza confere
vantagens quanto a purificacdo e a aplicagdo industrial (RAHMAN e NETRAVALI, 2016),
dispensando a necessidade de pré-tratamentos complexos e, consequentemente, reduzindo os
custos de energia e processamento. Nas Figuras 10 e 11, pode-se observar o aspecto dos
SCOBY ap0os tratamento com solugao alcalina e ap6s tratamento seguido de secagem; na Tabela
2, estdo apresentados os rendimentos de CB, produtividade volumétrica e capacidade de

retencdo de agua para as peliculas geradas pelos inodculos avaliados.
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K8 K11

Figura 10 — Aspecto visual dos SCOBY de kombucha. (A) SCOBY formado ap6s 10 dias de
fermentacdo; (B) SCOBY purificado apos tratamento com agua destilada e solucao alcalina; e
(C) SCOBY apos liofilizagao. Fonte: Autoria propria.
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Figura 11 — Material celulésico de SCOBY apo6s o processo de liofilizacdo. Fonte: Autoria

propria.

Tabela 2 - Rendimento de celulose, produtividade volumétrica e capacidade de retengao de

agua dos SCOBY formados apds 10 dias de fermentagao.

Inoculos Rend. SCOBY umido Rend. CB seco Produtividade CRA
(g/100 mL) (g/100 mL) (g/L.h) (%)

K8 1,728 £ 0,189 ¢ 0,030 + 0,004 ° 0,001 98,26
K11 5,588 £ 0,071 ¢ 0,144 £ 0,068 * 0,006 97,43
K13 11,754 + 1,071 ° 0,297 + 0,225 * 0,012 97,47
K15 2,692 +0,287 ¢ 0,054 + 0,007 ° 0,002 98,01
K23 2,651 +0,661 ¢ 0,039 +£0,014° 0,002 98,54
K30 16,788 1,114 % 0,257+ 0,076 * 0,011 98,47

Médias e seus respectivos desvios-padrao seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo
diferem estatisticamente entre si (nivel de significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney).

O indculo K30 apresentou o maior rendimento de SCOBY em base timida; apesar

disso, 0 mesmo nao diferiu estatisticamente de K11 ¢ K13 em relacao aos rendimentos de CB

em base seca, demonstrando relevante capacidade de retengao de agua. A CB apresenta elevada

relagdo superficie/volume, o que facilita as interacdes com os componentes circundantes do

meio e aumenta a capacidade de retencao de agua em até 100 vezes em relagdo ao proprio peso
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(VITTA e THIRUVENGADAM, 2021). Essa caracteristica, aliada a alta porosidade, faz com
que a CB seja considerada um material adequado para impregnagdo de substincias
antimicrobianas e outros compostos bioativos para aplicagdo industrial (GREGORY et al.,
2021); além disso, cargas idnicas provenientes das ligacdes de hidrogénio permitem que certos
materiais sejam nela incorporados com facilidade (SWINGLER et al., 2021).

Apesar da sintese de CB ocorrer naturalmente durante a fermentagdo da kombucha,
sua producdo ¢ considerada metabolicamente onerosa para as bactérias, consumindo cerca de
10% de todo o ATP gerado no metabolismo (DONINI et al., 2010). A produtividade
volumétrica de CB foi relativamente baixa nas condigdes avaliadas neste estudo; para obtencao
de rendimentos maiores, em geral sdo empregados meios de cultivo especificos, como Hestrin-
Schramm (HS) — constituido de glicose, peptona, extrato de levedura, fosfato dissodico e acido
citrico (VASCONCELOS et al., 2020; PRATAMA, DEVANTHI e KHO, 2021) — bem como
diferentes suplementos ao meio de cultivo, como carboximetilcelulose (CHENG,
CATCHMARK e DEMIRCI, 2011), glicerol e acidos organicos (LEE et al., 2011). Além disso,
o rendimento de CB pode ser melhorado pelo uso de concentragdes maiores dos acidos
succinico e citrico (JUNG et al., 2010), uma vez que acidos organicos que participam do ciclo
do 4cido tricarboxilico sdo assimilados e utilizados como fonte de energia, resultando em maior
producao de CB. Como neste estudo o objetivo principal foi avaliar a performance fermentativa
relacionada a producao da bebida, era de se esperar que os aspectos produtivos relacionados a
sintese de CB ndo fossem tdo expressivos. De qualquer maneira, os indculos avaliados podem

ser explorados futuramente, considerando-se seu potencial de aplicagdo biotecnoldgica.
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel constatar que o pH inicial
do cha de arranque ¢ uma variavel fermentativa importante ¢ que pode influenciar na reducao
do tempo de fermentagdo da kombucha. Além disso, considerando-se apenas este parametro,
os indculos que apresentaram valores abaixo de 2,5 poderiam ter suas fermentacdes encerradas
no 4° dia de fermentagdo, de maneira a se atender ao disposto na legislacao vigente no pais. A
ampla variacdo dos valores de acidez total e volatil das bebidas sugere diferencas quanto as
caracteristicas sensoriais do produto, ainda que analises sensoriais nao tenham sido realizadas.
Populagdes de leveduras, bactérias acéticas e laticas foram superiores as relatadas em outros
estudos; estas ultimas foram particularmente expressivas, a despeito da pouca relevancia
comumente atribuida ao seu papel para a qualidade da bebida. A analise da diversidade
microbiana dos indculos por meio de identificacdo taxonomica poderd contribuir para uma
melhor compreensdo acerca da influéncia da microbiota na performance fermentativa e,
consequente, nos atributos de qualidade da kombucha. Acido gliconico foi identificado como o
mais abundante nas kombuchas avaliadas, seguido do 4cido acético. As concentragdes de
acucares residuais do produto final diferiram dentre os SCOBY utilizados, demonstrando que
parte significativa dos agucares adicionados no inicio do processo persistem no produto final.
Quanto a producdo de celulose, apesar dos valores pouco expressivos para o rendimento e
produtividade, os indculos avaliados podem ser explorados futuramente para fermentagdo a
partir de outros tipos de substratos, visando a aplica¢do biotecnoldgica em diferentes setores

industriais.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de Doagcdo.

TERMO DE DOACAO

Eu, , CPF N°

b

declaro estar ciente que minha participagdo no projeto de pesquisa “Caracterizacdo microbiana
e performance fermentativa de diferentes inoculos brasileiros de kombucha”, sob coordenagao
do Prof. José Guilherme Prado Martin, da Universidade Federal de Vicosa (UFV), é na condi¢ao
de colaborador(a) voluntario(a), estando restrita a doacdo de SCOBY de kombucha, para fins
de pesquisa. Declaro, ainda, que fui informado(a) acerca dos objetivos do referido projeto e que
abro mao de quaisquer direitos oriundos do desenvolvimento da pesquisa e de futuros produtos

gerados.

Data: / /

Assinatura:
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APENDICE B - Tabela da quantificagdo dos grupos microbianos majoritarios presentes nos

diferentes SCOBY de kombucha.

Tabela 3 - Quantificagdo dos grupos microbianos majoritarios presentes em cada SCOBY de
kombucha.

Inéculos Bactérias Laticas Bactérias Acéticas Leveduras
K1 7,69 £ 0,36 1 4o 8,06 £ 0,46 ™Pd 4 6,78 £ 0,79 o
K2 8,08 £0,12 ¢, 8,34 £0,18 kmme 4, 8,70 £ 0,31 4
K3 8,21 £ 0,02 °f 8,15 £ 0,33 mnora 8,38 £ 0,18
K4 8,98 + 0,21 b« 9,09 £ 0,13 bedef 8,90 =+ 0,44 abcd
K5 9,16 £ 0,24 4 9,19 £ 0,27 4 o 7,29 £ 0,66 "o
K6 6,69 0,79 ¥ 6,68 +0,77 " 6,17 0,724
K7 7,61+0,374, 8,15 + 0,24 ™mopd 4 6,16+ 0,208
K8 8,61+ 0,43 % 4 8,77 £ 0,41 °fehii 4 7,72 +0,17 &hiq
K9 6,60 £ 0,36 ' a 6,72 +£0,44 " a 6,23+0,07 o

K10 8,24+ 0,18 °f 8,28 + (0,22 kimnop 825+0,12¢
K11 6,48 +0,61" 6,69 + 0,42 " 6,45 + 0,74
K12 9,23 +0,09 % 4 9,29 + 0,06 ** 4 7,80 + 0,60 "
K13 7,38 + 0,87 Nikl 7,39+ 0,699 & 6,03+£027"
K14 9,14 + 0,23 @ 9,13 £ 0,15 bede 8,60 £ 0,51 bede
K15 9,19 + 0,42 2, 10,03+ 0,162 a 9,48 £ 0,02 e
K16 8,94 £ 0,24 %4 o 9,02 + 0,24 cdefe 4 8,03+ 0,06 %
K17 8,17 +£0,29 &h o 8,12+£0,16 P4 4 6,05+£0,34 "'
K18 9,110,192 4 8,91 + 0,10 defehi 4 7,66 £ 0,22 &hiq
K19 8,69 £ 0,35 <% 4 8,75 + 0,46 fehik 7,88 £ 0,29 feh
K20 7,83 £ 0,20 Mkl 4 8,04 £ 0,17 °P9r 4 7,23 £0,13 ik,
K21 8,93 + 0,38 b 9,02 + 0,35 defeh 8,37+0,07 %
K22 8,41+ 0,38 °f 8,62 + 0,42 ehiikl 8,18+0,16

Tabela 3 - Quantifica¢@o dos grupos microbianos majoritarios presentes em cada SCOBY de kombucha (continua).



K23

K24
K25
K26
K27
K28
K29
K30

9,35+0,11°2
8,01 + 0,02 & o
7,91 + 0,02 hik
8,27 +0,08 °,

7,84 £ 0,24 hikl

8,26 + 0,55 feh
9,13 + 0,14 2b°
8,25 + 0,08 °fe

9,34+ 0,192
9,43 + 0,06 % a
7,87 £0,11P

8,43 + (0,03 likimn 4
8,99 + 0,06 defeh 4

8,70 + 0,39 &hiik
9,14 + 0,06 bd
8,63 + (0,48 hiikim

9,22 +0,27
8,46 + 0,03 bede,
7,80 + 0,09 &
8,42 £ 0,06 °% a
7,19+ 0,19 %o
8,29 + 0,65 °f
9,10+ 0,14 2
8,21 +0,37°
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Populagdes microbianas expressas em Log UFC/g de SCOBY, seguidas de seus respectivos
desvios-padrao. Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si e médias
seguidas do mesmo simbolo na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (nivel de

significancia de 5% pelo teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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ANEXO

ANEXO A - Ficha de certificagdo do cha verde utilizado durante o experimento.

THE
'KOMBUCHA
HUB

CERTIFICADO DE ANALISE
GUNPOWDER GREEN TEA 9375

PRODUTO: CHA VERDE GUNPOWDER 9375 - CHINES Cod CHVI GRAU ALIMENTICIO
Noma Gientifico: Camelia sinansis (L) O. Kunza Miétoda de Secagem: ESTUFA
Famiia: Theacean
Parte tilizada FOLHAS Solante de Extracao:
Tipo: Cha Vierde GunPowder gramagem 9375, Excipiante:
Lote: AUTOSD04
Fabricants LIANGXI TEA FACTORY ’
Cidade | Provincia | Pais Shaaxing, JZhejiang, China, #
Fornecedor hitp:/Awww. bangxitea.com Estwrilizagio: Néo
Late da Fomecedor: ZH415419358 GMa: Néo Aplicavel
Data da Coheila: . 920 BSE Nilo Aplicvel
Daln da Fabricagdo. 920 N Cerificado de Analise: 84 277
Data da Vakdade: 8/22  Dala da Emisséo de Cartificado 20/12/20

ANALISES ORGANOLEPICAS, FiSI0-QUIMICAS E DOSEAMENTO DE ATIVOS

ANALISE ESPECIFICAGAD RESULTADO REFERENCIA

Aspécto FOLHAS E BROTOS DESIDRATADOS CONFORME UFBA C. SINENSIS 2011, P15

Cor VERDE CONFORME UFBA C. SINENSIS 2011, P15

Odor CARACTERISTICO CONFORME UFBA C. SINENSIS 2011, P14

Agus (105°C em Estufa) MAXIMO 12,00% 3.07% UFBA C. SINENSIS 2011, P62

Ginzas Totais MAXIMO 10,00% 5.46% UFBA C. SINENSIS 2011, P‘s“

Cinzas Insokivel MAXIMO 1,50% 0,78% UFBA C. SINENSIS 2011, P64

Matenal Estranho MAXIMO 2,00% AUSENTE FARM. BRASILEIRA 5° ED. VOL. | R197

Anilise 1 TEOR DE FLAVONOIDES - MINIMC 0,30% 5,63% PLANTAS E PRODUTOS VEGETALS 4 ED. P 230

Andhse 2 TEOR DE CAFEINA - MIN. 2,00% MAX_ 4,00% 3.98% PLANTAS E PRODUTOS VEGETALS 4 ED. P 230

Anilise 3 TEOR DE POLIFENQIS - MINIMOD 0,50% : 3.30% PLANTAS E PRODUTOS VEGETAIS 4 ED, P 230
ORI PVAGOES

W de cov pode OCOM devico 80 1a10 De Que O PFOOULD & de Ongem vegstal/animal, —_— .

= rrmme s mee) incl WEOD @ BrRJAT0, 84T UrMCace o Calor Fabiano Spohy - CNPJ 33 679 70

« Nasger maved Ancres Bernardes - CRF/S> 13357 ‘abang_spohr@uicud cor
J corn

L



	a874744bb7f919574d329154f28a87512e0e078c09eb96c7792bc198abbd5a0d.pdf
	6fcdac5cd2cd50a145bae932fbe477006c911b39246fc163adf24f80f24f8f3e.pdf
	a874744bb7f919574d329154f28a87512e0e078c09eb96c7792bc198abbd5a0d.pdf

