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“People who love to eat
are always the best people.”
— Julia Child



TSURU, Vitor Hugo. Kombucha: bebida fermentada ndo alcodlica, de cha oolong ou
erva-mate. 2016. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

O kombucha é uma bebida fermentada néo alcoolica tradicional da cultura asiatica
produzida com cha (infusdo de Camellia sinensis) adocado cujo perfil sensorial é
acido e refrescante. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
kombucha produzidos a partir de chas oolong ou erva-mate e avaliar a sua aceitacao
em potenciais consumidores. Foram elaborados dois kombuchas: oolong e mate
com adicdo 10 % de sacarose e inoculo de cultura mista, fermentado por 14 dias
mantido a 30 °C. As analises foram feitas em 0, 3, 7, 10 e 14 dias. Os parametros
avaliados foram solidos soluveis totais (SS), acucares (AC), pH, acidez total titulavel
(ATT), acidos organicos, teor alcodlico (TA), fenolicos totais (FET), flavonoides totais
(FLT), atividade antioxidante (AA). Teste afetivo de aceitacdo foi avaliada para
bebidas fermentadas nos tempos 7 e 10 dias. O sequenciamento genético para
identificagdo do inéculo microbiano caracterizou-se como uma cultura mista de
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas oryzihabitans, Bacillus sp., Microbacterium sp.
e Meyerozyma caribbica. O SS para oolong reduziu 8,3 % e de mate 7,0 %, e
velocidade de consumo de aclcares totais de -1,26 g.L.dia! e -0,28 g.Lt.dia* para
oolong e mate, respectivamente. O pH final das fermentacdes variou entre 2,81-3,12.
A ATT atingiu 8,97 para oolong e 6,76 no mate, valores expresso em gramas de
acido acético por litro. O acido organico identificado e quantificado em maior
concentracdo foi acido acético com 7,53 g.L' e 5,75 g.L! para oolong e mate,
respectivamente, no 14° dia. TA nao foi detectado nas amostras analisadas. O FET
nao apresentou diferenca (p>0,05). O FLT apresentou reducdo de 45,04 % para
oolong e 47,42 % para mate. A AA sobre o radical ABTS, a amostra oolong indicou
taxa de inibicdo de 90,22 % ao 3° dia e para mate a diferenca ap6s o inicio da
fermentacdo nao foi significativo (p>0,05). O radical DPPH, oolong apresentou
inibicdo de 89,74 % e mate de 86,72 %, ambos no 14° dia. A bebida produzida com
mate apresentou maior aceitacdo global (p<0,05) em relacédo a bebida de oolong. O
kombucha formulado com cha mate resultou em uma bebida com perfil acido,
adocado, refrescante, com potencial antioxidante e aceitacdo frente a possiveis
consumidores.

Palavras-chave: Fermentacdo. Bebida ndo alcoolica. Acidez. Antioxidante. Analise
sensorial.



TSURU, Vitor Hugo. Kombucha: non-alcoholic fermented beverage, of oolong or
yerba mate tea. 2016. 72 p. Dissertation (Master of Science in Food Science) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Kombucha is a traditional non-alcoholic beverage of Asian culture produced with
sweetened tea (Camellia sinensis) with sensory profile sour and refreshing. The aim
was to develop and characterize kombucha made from oolong or yerba-mate and to
evaluate their sensory acceptance with potential consumers. Two kombucha were
prepared: oolong and mate added 10 % sucrose and inoculum, fermented for 14
days maintained at 30 °C and sampling in O, 3, 7, 10 and 14 days. The parameters
evaluated were total soluble solids content (TSS), sugars, pH, titratable acidity (TA),
organic acids (OA), alcohol contente (AC), phenolics (PHE), flavonoids (FL),
antioxidant activity (AA). Sensory analysis (acceptance test) was performed for
fermented beverages by 7 and 10 days. The sequencing for genetic identification of
microbial inoculum was characterized as a mixed culture of Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas oryzihabitans, Bacillus sp., Microbacterium sp. e Meyerozyma
caribbica. TSS for oolong decreased 8.3 % and 7.0 % in mate, and consumption of
total sugars were -1.26 g.L'l.day?! and -0.28 g.Ll.day! for oolong and mate,
respectively. Final pH varied between 2.81-3.12. TA reached for oolong 8.97 and
6.75 for mate, expressed in grams of acid acetic per liter. Identified and quantified OA
in higher concentration was acetic acid with 7.53 g.L* and 5.75 g.L for oolong and
mate, respectively, in 14th day. AC wasn’t detected in the samples. PHE did not differ
during fermentation (p>0.05). FL decreased in both samples (oolong: 45.04 %, mate:
47.42 %). AA on ABTS radical, oolong showed in scavenging capacity of 90.22 % (in
3rd day) and mate after fermentation started did not differ (p>0.05). For DPPH radical
were 89.74 % in oolong and 86.72 % in mate,14th day. Beverage produced with
mate showed higher global acceptance (p<0.05) compared to oolong. The kombucha
formulated with yerba mate tea resulted in a beverage with sour profile, sweetened,
refreshing, antioxidant potential and acceptance in possible consumers.

Key words: Fermentation. Non-alcoholic beverage. Acidity. Antioxidant. Sensory
analysis.
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1 INTRODUCAO

Diversos produtos fermentados do tipo conservas, derivados lacteos
e bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas fazem parte de produtos ofertados no mercado
de alimentos e bebidas. A fermentacdo € um método usado para conservacao de
alimentos desde periodos em que técnicas de refrigeracdo ndo eram disponiveis
(CIA, 2011; KATZ, 2003).

O processo de fermentacdo agrega caracteristicas sensoriais e ou
funcionais ao produto final e estas sdo aceitas pelo consumidor. Apesar da
conservacao do alimento fermentado ser importante do ponto de vista econémico o
fator de prevaléncia no consumo € a qualidade sensorial. Estes produtos podem ter
caracteristicas &cidas, alcodlicas ou laticas (CIA, 2011; KATZ, 2003).

Os produtos da fermentacédo latica e alcoodlica estdo presentes em
alimentos comuns do publico consumidor como iogurte, pdo, cerveja e vinho. Ja o
acido acético produzido na fermentagdo acética é principalmente segmentado no
vinagre. Este tem um consumo no Brasil considerado pequeno quando comparado a
outros paises (KATZ, 2003; KATZ, 2012; McGEE, 2004).

Na cultura asiatica € encontrada a bebida denominada kombucha,
fabricada a partir de cha adocado e fermentado com perfil sensorial acido. Os
americanos produzem uma bebida equivalente cuja matéria-prima sao frutas e é
conhecida como shrub (KATZ, 2003; KATZ, 2012; McGEE, 2004).

Segundo levantamento feito pela Associacdo Brasileira das
Industrias de Refrigerantes e de Bebidas N&o Alcodlicas (ABIR) o mercado é
categorizado em refrigerantes, agua, laticinios, bebidas quentes, bebidas para
preparo e bebidas prontas para consumo (sucos e néctares, a base de soja, chas
gelados, isotdnicos e energéticos). No Brasil, o consumo de bebidas fermentadas
nao alcodlicas e nado lacteas é limitado. Diferente do cenério norte americano em que
€ possivel encontrar esta categoria de produto comercializado em grandes redes de
varejo e nado limitado apenas a comunidade que preza um estilo de vida saudavel
(ABIR, 2011).

O consumo de bebidas ndo alcodlicas, no Brasil, representa 53,2 %
de participacdo do mercado geral das bebidas vendidas no pais. No ano de 2010,
houve um incremento de 9 bilhdes de litros quando comparado ao quinquénio 2005-

2010. Isto significa um consumo per capita de 206,7 litros por ano. Bebidas quentes
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ficaram estaveis no mesmo periodo e o café domina 90 % da categoria. Ja as
lacteas tiveram uma reducédo de 2,8 % com o0 aumento da concorréncia de sucos e
bebidas a base de soja. O consumo de bebidas prontas correspondem a 43,7 L per
capita, detendo 6 % do mercado e refrigerantes representam 41,6 %. No mesmo
ano, o crescimento para chas prontos foi de 11,2 % quando comparado ao periodo
de 2005-2010 (ABIR, 2011).

O perfil de consumo indicado pelo estudo da ABIR (2011) aponta
que a regido Nordeste teve crescimento médio maior (8,9 %) perante as outras
regides onde a média nacional é 7,5 %.

As bebidas alcodlicas tiveram um aumento de 1,8 % causado pela
melhora do poder aquisitivo da populacdo adulta e a cerveja foi a principal escolha
(ABIR, 2011; SECRETARIA NACIONAL ANTIDROGAS, 2013).

A estimativa € de que produtos a base de kombucha movimentaram
a cifra de U$324 milhdes de dodlares no periodo de 2008-2009 no mercado de
bebidas americano. Este valor foi quadruplicado em comparagdo ao ano anterior
(KATZ, 2012). Esta forga econdmica pode ser justificada por fatores como a busca
por produtos alimentares com apelo saudavel, funcionais e mudanca no estilo de
vida, além de ter uma qualidade sensorial considerada aceitavel (NIVA, 2007,
QIANG; YONGLIE; QIANBING, 2009).

A publicidade dos possiveis beneficios & saude influenciam no ato
de compra, mesmo que estes ndo possuam comprovacao cientificos que corroboram
todas as alegacdes (NIVA, 2007).

Ha4 necessidade de estudos cientificos para avaliar os reais

beneficios e uma metodologia padronizada para obtencdo de um kombucha.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar bebida fermentada, ndo alcodlica, da
variedade oolong de cha produzido a partir de Camellia sinensis e outra do cha de
erva-mate tostada (llex paraguariensis St. Hil.) por cultura mista, com perfil sensorial
acido refrescante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o processo de fermentacdo da solucdo agucarada, por
cultura mista, com duas diferentes infusdes vegetais: oolong (Camellia sinensis) e
erva-mate tostada (llex paraguariensis St. Hil.).

Identificar por biologia molecular a diversidade da populacéo
microbiana da cultura mista (iniciadora);

Avaliar o teor de sélidos sollveis totais, acucares, pH, acidez total
titulavel, acidos organicos, alcoodlico, compostos fendlicos e flavonoides totais, e
potencial antioxidante nas bebidas;

Verificar a aceitabilidade da bebida junto a potenciais consumidores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BEBIDA KOMBUCHA

Kombucha é uma bebida fermentada tradicional da Asia. Os
primeiros relatos indicam o seu uso desde 220 AEC, na China, com fim
medicamentoso para tratar desconfortos digestivos (KALLEL et al., 2012).

A disseminacdo no continente asiatico ocorreu quando o médico
chamado Kombu, em 414, levou a bebida da Coreia para o Japédo para o tratamento
de disturbios gastrointestinais do Imperador (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000).

A partir de transacdes comerciais, a bebida foi introduzida no
mercado russo (na forma de tea kavass) e disseminada pela Europa oriental na
virada do século XIX para o XX (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000). Na Alemanha,
passou a ser comercializada durante a Segunda Guerra Mundial, e por meados de
1950 chegou a Franca e as colénias no norte da Africa (CETOJEVIC-SIMIN et al.,
2012).

O kombucha é obtido pela fermentacdo da associacdo entre
bactérias acéticas e leveduras que resulta no conhecido “fungo do cha”. Esta é
levada em condi¢cdes aerdbicas a partir do cha verde ou preto adocado. O perfil
sensorial da bebida é doce, acido e gaseificado (KALLEL et al., 2012). Existem
versdes em que frutos ou extratos sdo utilizados para agregar aromas e sabores
distintos (CETOJEVIC-SIMIN et al., 2012).

A versdao americana equivalente do kombucha foi o shrub, cujo
consumo era popular durante o periodo colonial americano. No processo de
elaboracdo, o substrato usado era suco de frutas adocado com sacarose. A
principio, era um dos modos de conservagéo de frutos durante a estacéo de inverno,
assim como as geleias e compotas (LOEB, 2012).

O shrub, por ter carater acido, é descrito como um vinagre bebivel e
pode ser diluido em coquetéis, vinhos, espumantes, molhos para saladas e
sobremesas, visando agregar os sabores provenientes da fermentagéo e do fruto
base. Diferentemente, o kombucha pode ser consumido sem diluicdo, por apresentar
uma acidez menos pronunciada (LOEB, 2012).

Atualmente, o interesse dos consumidores pelo kombucha e bebidas

fermentadas néo é ditado somente pelos perfis sensoriais, por serem refrescantes e
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de gosto acido agradavel, mas também pelos beneficios terapéuticos e funcionais
que lhes sao atribuidos. Estes atuam como agente profilatico na manutencdo da
saude humana (CETOJEVIC-SIMIN et al., 2012).

Relatos da bibliografia pertinente apontam a acéo positiva na
regulacdo da microbiota intestinal, fortalecimento do metabolismo, atuacdo como
antibiotico natural e auxilio no equilibrio fisiolégico. Entretanto, a pesquisa cientifica
experimental in vivo para comprovacdo como bebida funcional é recente (BATTIKH,;
BAKHROUF; AMMAR, 2012; CETOJEVIC-SIMIN et al., 2012; JAYABALAN et al.,
2014).

3.2 MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NA ELABORAGCAO DO KOMBUCHA

3.2.1 Cha de Camellia sinensis

A matéria-prima do kombucha € o cha elaborado com folhas de C.
sinensis, uma planta que pertence a familia da Theaceae. A partir do mesmo vegetal
€ possivel ter diferentes variedades como cha branco, amarelo, verde, oolong,
vermelho e preto, cada qual obtido com manejo pré e pos-colheita especificos
(McGEE, 2004).

O cha é considerado o medicamento mais antigo, seu uso
remota a 5000 anos atras. Na China, era recomendado por causa dos seus efeitos
estimulantes e propriedades desintoxicantes contra alcool e toxinas, melhora do
fluxo sanguineo e urinério, e alivio de dores (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001).

O consumo acompanha a civilizagdo de diversos paises e resiste a
passagem do tempo. A sua expansdo na Europa pode ser relacionada com as
exploragBes portuguesas e holandesas na China durante o periodo das grandes
navegacoes, em que a planta foi levada como uma erva medicinal. A presenca do
cha passou a ser um habito de alimentacdo mais por questdo sensorial do que pelos
beneficios (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001).

Para a producdo do cha verde, as folhas menos desenvolvidas séo
colhidas e rapidamente secas para inibir enzimas e diminuir a oxidacdo. Enquanto,
para o cha preto € o oposto, as folhas devem ser oxidadas (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2001). Para a variedade oolong, as folhas passam por

dessecamento e agitacao para permitir oxidacao enzimatica parcial (McGEE, 2004).
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Estudos indicaram que o consumo de cha verde traz efeitos
positivos para a saude e isto elevou o seu consumo, principalmente, na cultura
ocidental que passou a buscar um estilo de vida mais saudavel (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2001; SONG et al., 2012; DAMIANI et al., 2014).

A principal propriedade atribuida ao cha é a capacidade
antioxidante, efeito que pode ser explicado pelos polifendis presentes na forma de
catequinas. Estas sdo consideradas metabdlitos secundarios e pertencem ao grupo
de flavandis que integra a familia de flavonoides (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

A figura 1 apresenta os compostos de maior prevaléncia, que na
sequéncia séo (-)-Epigalocatequina galato (1, EGCG), (-)-Epigalocatequina (2, EGC),
(-)-Epicatequina (3, EC) e (-)-Epicatequina galato (4, ECG).

Figura 1 — Estrutura quimica das catequinas
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1: (-)-Epigalocatequina galato (EGCG); 2: (-)-Epigalocatequina (EGC); 3: (-)-Epicatequina (EC); 4: (-)-
Epicatequina galato (ECG); 5: cafeina; 6: L-teanina
Fonte: SONG et al., 2012.

Dentro desta diversidade é considerado que a EGCG é a catequina
mais abundante nas folhas de cha (LU et al., 2009; SONG et al., 2012). A cafeina é
(5) reconhecida pelos efeitos estimulantes no sistema nervoso, enquanto L-teanina
(6) é relacionada com potencial estimulante do sistema imune e propriedades contra
estresse (KIMURA et al., 2007; SONG et al., 2012).

A produgdo do kombucha pode ser realizada de acordo com a

preferéncia do consumidor. O modo tradicional utiliza preferencialmente cha verde e
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preto. Entretanto, a variedade oolong também pode servir de base (DUFRESNE;
FARNWORTH, 2001).

3.2.2 Cha de llex Paraguariensis

A |. paraguariensis é uma arvore perene (até 18 metros) nativa da
América do Sul e pertence a familia Aquifoliaceae. A distribuicdo é prevalente na
Argentina, Paraguai e Brasil, popularmente € conhecida como erva-mate (HECK; DE
MEJIA, 2007).

No Brasil, a producéo esta dividida entre Rio Grande do Sul, Parana,
Santa Catarina e Mato Grosso do Sul. De acordo com dados estatisticos do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), no ano de 2014 foram produzidas
502,482 mil toneladas de erva-mate. O principal produtor € o estado do Rio Grande
do Sul com 45,8 %, seguido do Parana com 37,2 % do total.

O consumo da planta faz parte da cultura local e antecede a
colonizagdo europeia do continente, uma vez que 0s nativos (indios guaranis) a
utilizavam para preparo de bebida estimulante ou para uso medicinal. O habito foi
incorporado pelos colonizadores e transformado em comércio (BRACESCO et al.,
2011), similar & trajetéria da C. sinensis na Asia.

Assim como a C. sinensis, a partir da |. paraguariensis é possivel
produzir diferentes produtos alterando etapas do processamento. Silva et al. (2012)
ressaltam os estagios de trituracdo, secagem e tostagem das folhas. A erva-mate
associada ao chimarrdo e tereré se difere do cha mate pela auséncia da tostagem

final. A regulamentacéo vigente (BRASIL, 2005b) define a erva-mate como:

€ o produto constituido exclusivamente pelas folhas e ramos de llex
paraguariensis St. Hil., obtido por processo de secagem e fragmentagéo
destinado ao preparo de "chimarrdo" ou "tereré" podendo ser adicionado de
acucar.

Na medicina popular, a planta é associada ao tratamento de artrite,
reumatismo, obesidade, dores de cabeca, diminuicdo do colesterol e doencas
hepaticas (BRACESCO et al., 2011; HECK; DE MEJIA, 2007). As propriedades
terapéuticas relacionadas podem estar atreladas ao perfil fitoquimico que incluem a
presenca de acido fendlicos (derivados de cafeoil como caféico e clorogénico) e

flavonoides da classe flavondis (rutina, quercetina e kaempferol, geralmente
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glicosilados), metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) (BRACESCO et al.,
2011; ISOLABELLA et al., 2010).

3.3 LEGISLACAO SOBRE O CHA

A legislacéo vigente sobre a identidade e caracteristicas de chas
€ descrita na Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 277/2005 (regulamento
técnico para café, cevada, chd, erva-mate e produtos sollveis) e RDC n°267/2005
(regulamento técnico de espécies vegetais para o preparo de chas) (BRASIL, 2005
a), ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela portaria n°
544/1998 (regulamento técnico para fixacdo dos padrbes de identidade e qualidade
para chad pronto para o consumo) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1998).

Na regulamentacéo brasileira, o termo “chd@” ndo € exclusivo de uma
Unica determinada espécie vegetal. O produto é definido de maneira abrangente

como:

0 produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal(is)
inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentacao, tostada(s)
ou ndo, constantes de Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o
Preparo de Chéas. O produto pode ser adicionado de aroma e ou especiaria
para conferir aroma e ou sabor (BRASIL, 2005b).

E a designacdo da bebida segue um padrdo em que seja possivel

reconhecer qual a espécie vegetal foi utilizada na producao:

o produto deve ser designado de "Cha", seguido do nome comum da
espécie vegetal utilizada, podendo ser acrescido do processo de obtencao e
ou caracteristica especifica. Podem ser utilizadas denominacdes
consagradas pelo uso (BRASIL, 2005b).

Entretanto, apesar da regulamentacdo ser genérica na definicdo da
bebida, ndo sdo todas as espécies vegetais e partes que podem ser utilizadas na
producdo de chas. A RDC n° 267/2005 apresenta quais espeécies vegetais e as
partes do vegetal que sdo permitidas. Tanto C. sinensis e |. Paraguariensis St. Hil.
possuem permissao.

No contexto internacional, quando se refere a cha é sinbnimo de
bebida produzida a base de C. sinensis, independente da variedade. Na revisao

realizada por Dufresne e Farnworth (2001) € a Unica espécie vegetal citada.
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O mesmo principio é descrito em publicacdo da Food and Agriculture
Organization (FAO, 2015) e quando utilizado outras espécies vegetais 0 produto
resultante € denominado de ch& de erva. A Tea e Herbal Infusions Europe (THIE,
2014), uma associacdo europeia que reune produtores e comerciantes de chg,
divulgou diretrizes em que define o chd como derivado feito exclusivamente de
folhas de C. sinensis, produzido de acordo com as boas praticas de producédo e

proprios para o consumo.

3.4 PROCESSO DE FERMENTAGCAO DO KOMBUCHA

A fermentacdo ocorre com a adicdo de microrganismos a bebida,
sob condi¢bes controladas. As leveduras presentes sdo responsaveis pela hidrolise
da sacarose em glicose e frutose, que séo fontes de carbono, estes sdo substratos
fermentesciveis. Durante o processo de fermentacdo existe a formacdo de uma
massa ou biofilme sobrenadante, esta indica a presenca de cepas de Acetobacter
xylinum (KALLEL et al., 2012), caracterizando uma simbiose. Os principais
metabdlitos presentes nestas bebidas fermentadas sdo os acidos acético, lactico,
glucénico e glicurénico, além do etanol e do glicerol. Além destes metabdlitos,
podem detectar-se também outros acidos tais como citrico e malico (TEOH; HEARD;
COX, 2004).

Os metabdlitos gerados pelos microrganismos, tais como &alcoois
obtidos das leveduras e acido acético das bactérias, comportam-se como agentes
catalisadores. O etanol estimula a producdo de acido acético, que por sua vez,
estimula o desenvolvimento das bactérias acéticas e, por consequéncia, produz mais
acido (KALLEL et al., 2012). Ha também outros compostos presentes no kombucha
como os fendlicos, os nitrogenados na forma de aminoacidos e alcaloides
metilxantinas tipo cafeina, teobromina e teofilina. Todos provenientes da infusdo do
cha verde ou preto, além da producéo de vitaminas do complexo B e acido folico
(BAUER-PETROVSKA; PETRUSHEVSKA-TOZI, 2000; DUFRESNE; FARNWORTH,
2001). Ha também compostos como alcoois superiores, aldeidos, cetonas, ésteres e
aminoacidos, que auxiliam no perfil sensorial da bebida (TEOH; HEARD; COX,
2004).

A cultura simbiotica fica protegida da contaminacdo de

microrganismos indesejados pela presenca de acidos organicos que mantém o pH
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acido do meio (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001). Cada cultura iniciadora usada na
fermentacdo de kombucha apresenta uma composicao distinta de microrganismos e
estes sdo dependentes de fatores externos tais como geografia, condi¢cdes
climaticas e a microbiota local com espécies nativas que podem caracterizar as
diferencas na bebida e na sua qualidade sensorial (CETOJEVIC-SIMIN et al., 2012).

A literatura indica grande diversidade de espécies microbianas na
composicdo das culturas utilizadas para produgcdo do kombucha. O biofilme
celulésico de cinco amostras de kombucha, de diferentes paises (Canada: 2; Irlanda:
1; Estados Unidos: 1; Reino Unido: 1) foram analisadas e indicaram que a bactérias
dominantes sdo Gluconacetobacter spp. (85 % de prevaléncia), Lactobacillus spp.
(30 %) e Acetobacter spp. (<2 %) (MARSH et al., 2014).

As bactérias relatadas na literatura sdo Gluconacetobacter spp. (FU
et al., 2014; SREERAMULU, ZHU, KNOL, 2000; WANG et al., 2013), Lactobacillus
plantarum (FU et al., 2014), G. sp. A4 (YANG et al.,, 2010), Acetobacter spp.
(SREERAMULU; ZHU; KNOL, 2000), A. aceti, A. pasteurianus (CHEN; LIU, 2000;
LIU et al., 1996;), A. xylinum (MAYSER et a., 1995; REISS, 1994; SIEVERS et al.,
1995).

Na cultura mista de microrganismos do kombucha ha a presenca de
diversas espécies de levedura, tais como Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
Hansen (FU et al., 2014), Zygosaccharomyces sp. (MARSH et al., 2014; MAYSER et
al., 1995; SIEVERS et al., 1995), Brettanomyces bruxellensis (CHEN; LIU, 2000; LIU
et al., 1996; TEOH; HEARD; COX, 2004;), Candida stellata, Rhodotorula
mucilaginosa, Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii (TEOH;
HEARD; COX, 2004), Z. bailii (CHEN; LIU, 2000; LIU et al., 1996; TEOH; HEARD;
COX, 2004), S. cerevisiae (CHEN; LIU, 2000; LIU et al., 1996; MAYSER et al.,
1995), B. sp., B. lambicus (MAYSER et a., 1995).

3.5 PROCESSO DE GASEIFICACAO E CLASSIFICAGCAO DO KOMBUCHA

A etapa de gaseificacdo do kombucha é similar & elaboracdo de
vinhos espumantes e champagne. Os métodos utilizados recorrentes sao o charmat,
em que o vinho base passa pela segunda fermentacdo em tanques fechados para
retencdo do gas carbbnico e quando envasado permanecera gaseificado. E o

champenoise, onde a segunda fermentacdo e a gaseificagdo ocorrem na garrafa



24

ap0s o0 envase e exige um periodo de maturacdo (McGEE, 2004; RIZZON,;
MENEGUZZO; ABARZUA, 2000).

O processo de elaboracdo do kombucha é proximo ao método
champenoise. A presenca de gas carbbnico é de importante contribuicdo no perfil
sensorial de bebidas, no caso de vinhos espumantes, provoca excitacdo da mucosa
bucal e favorece a percepcdo dos sabores presentes (RIZZON; MENEGUZZO;
GASPARIN, 2005).

Apesar do kombucha n&o ser classificado como uma bebida
alcodlica na sua esséncia e a gaseificacdo ser facultativa, o teor de alcool
encontrado no produto pronto € variavel e depende do tempo de fermentacdo. No
ponto de interesse para o consumo pode chegar a 6 g.L* e, se permitido que a
fermentacdo continue além deste, é possivel atingir teores de alcool de 14 g.L?
(GREENWALT; LEDFORD; STEINKRAUS, 1998).

A legislacdo brasileira dispbe que para ser classificada como
bebida ndo alcodlica a graduacéo deve apresentar até 5 mL.L (v.vl) a 20 °C de
alcool etilico. Esta classificacao é ditada no decreto n°6.871 de 4 de junho 2009 que
regulamenta a lei n® 8.91/1994 do MAPA (BRASIL, 2009).

3.6 CARACTERISTICAS DA BEBIDA KOMBUCHA

3.6.1 Quanto aos Aspectos Antimicrobianos

A utilizacdo de outros vegetais é possivel na producdo do kombucha
e geralmente, ervas aromaticas sdo acrescentadas para potencializar os efeitos
benéficos e funcionais. A literatura apresenta relatos de analogos do kombucha
preparados com tomilho (Thymus vulgaris L.), limonete (Lippia citriodora), alecrim
(Rosmarinus officinalis), funcho (Foeniculum vulgare), hortela-pimenta (Mentha x
piperita) e erva-cidreira (Melissa officinales L.). Estes estudos investigaram o
potencial antimicrobiano. O fermentado de limonete apresentou atividade promissora
contra bactérias Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes. Na sequéncia, a horteld-pimenta apresentou inibicdo para E. coli e
L. monocytogenes. Para o tomilho ndo foi evidenciado atividade antibacteriana nem
antifangica (BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR, 2012; BATTIKH et al., 2013;
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CETOJEVIC-SIMIN, 2012). HA também relatos de atividade antifingica contra
Candida sp. para os kombucha de funcho, hortela-pimenta e limonete. Enquanto, os
fermentados de alecrim e tomilho ndo apresentaram atividade contra a levedura
(BATTIKH; BAKHROUF; AMMAR, 2012).

3.6.2 Quanto a Capacidade Antioxidantes

A capacidade antioxidante do kombucha é devida a presenca de
polifendis provenientes do cha, acido ascérbico e acido glucarico 1,4-lactona.
Entretanto, o mecanismo completo ainda nédo é totalmente elucidado (CHU; CHEN,
2006). Quando comparado com cha ndo fermentado, apresenta maior atividade
antioxidante, e esta € dependente do tempo de fermentagcdo. O substrato inicial e a
microbiota da cultura de kombucha determina o perfil de metabdlitos presentes na
bebida (JAYABALAN et al., 2014)

Por se tratar de uma bebida complexa, com varidveis que
influenciam no produto final, a selecdo do cha é determinante para o potencial
antioxidante. A pesquisa de uso de chas alternativos demonstrou que o verde, de
baixo custo, apresentou teores de antioxidante de 88 % para o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) quando comparado ao cha em pé e preto (FU et al., 2014).

A investigacdo de Malba$a et al. (2011) visou determinar a relagéo
entre a cultura de microrganismos na atividade antioxidante. Analisou dois in6culos
diferenciando a levedura (S. cerevisiae ou Zygosaccharomyces sp.) e mantendo
uma cultura mista de bactérias acéticas. Para controle utilizou-se cultura mista
tradicional. Observou-se maiores valores da atividade antioxidante sobre o radical
DPPH e hidroxila para o kombucha de cha verde com a cultura controle. Enquanto,
nos tratamentos a amostra com cha preto e S. cerevisiae foi a que apresentou
resultados maiores antioxidantes.

A fermentacédo em diferentes condi¢cdes de temperatura (22, 30 e 35
°C) com a mesma concentragdo de inéculo (100 mL.L1), por um periodo de 30 dias
influenciou a producgéo de acido ascoérbico. A concentracdo maxima foi alcancada em
20 dias, a 35 °C com teor de 2,5 mg.100 mL1. Porém, nesta condicdo constatou-se
perda sensorial. A pesquisa de Lonlar et al. (2006) sugere como Otimo a
fermentacdo do kombucha por 10 dias a 30 °C e obtengdo de 1 mg.100 mL?* de

acido ascorbico.
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Chu e Chen (2006) realizaram estudo com oito culturas mistas
diferentes de kombucha em cha preto. Os autores avaliaram o efeito da fermentacéo
em relagdo a atividade antioxidante considerando o tempo em dias. Os dados
coletados indicaram que este parametro € dependente do tempo. No tempo inicial (0
dia), a taxa inibitoria para o radical DPPH foi de 30 % e alcancou 70 % no 15° dia.
Segundo os autores 0 processo fermentativo prolongado ndo € recomendado por
devido ao acumulo de &cidos organicos e como consequéncia uma alteracdo do
sabor, logo, afeta o perfil sensorial.

Um comparativo realizado entre cha preto e kombucha com uma
concentragdo inicial 100 g.L! de sacarose, por 14 dias, na temperatura ambiente
determinou aumento de fendlicos totais e flavonoides de 27,2 % e 75 %,
respectivamente, em relacdo ao cha ndo fermentado. Apesar do aumento nos
flavonoides néo ser esperado, o autor sugere que foi devido a acdo fermentativa da
cultura mista (BHATTACHARYA; GACHHUI; SIL, 2013).

3.6.3 Quanto ao Perfil Sensorial

O grupo de pesquisa dinamarqués Nordic Food Lab analisou o perfil
sensorial de kombucha de limonete alterando a concentracéo e o tipo de carboidrato
usado para adocar o meio. A bebida de melhor aceitacéo foi formulada com 5 % de
sacarose, fermentada por sete dias, em pH de 3,13 e obtiveram notas sensoriais de
gengibre, acida e aromatica. Os mesmos parametros foram repetidos com sistema
aerado para acelerar a fermentacédo, mas o produto obtido foi sensorialmente menos
complexo e aromatico. O uso de frutose produzia bebida com caracteristica de
vinagre (PEDERSEN, 2013).

O kombucha produzido com chéa preto e adogcado com melado
de beterraba foi descrito como escuro, acido, moderadamente carbonatado e doce
com notas caracteristicas de caramelizado e aroma proveniente do melado
(MALBASA et al., 2008). O perfil sensorial do kombucha é transformado durante a
fermentacdo de sabor frutado-acido e gaseificado em cerca de sete dias (média)
para sabor semelhante de vinagre em periodos de incubacgéo prolongados (acima de
14 dias) (JAYABALAN et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Chéas

Os chas oolong da Camellia sinensis produzido por Fujian Tea®
(China) e erva-mate tostada (llex paraguariensis St. Hil.) produzido por Matte Ledo®

(Brasil) foram utilizadas como base para a fermentacéao.

4.1.2 Aclcar Orgéanico

A sacarose utilizada foi o acucar cristal organico produzido por

Native® (Sertdozinho, Sdo Paulo).

4.1.3 Agua Mineral

A infusdo base para cada bebida foi preparada com agua mineral
Ouro Fino® classificada como agua mineral alcalino terrosa e fluoretada (Campo
Largo, PR). A composicdo quimica em mg.L* de 24,88 (célcio), 1,079 (sédio), 0,02
(fluoreto), 146,62 (bicarbonato), 14,29 (magnésio), 0,542 (potassio), 0,019

(estréncio), 0,64 (cloreto), dados fornecidos pelo fabricante.

4.1.4 Microrganismo

A cultura mista iniciadora da bebida foi obtida a partir do kombucha
comercial Enlightened Kombucha Original® da marca GT’s Synergy Drinks® (Beverly
Hills, EUA) e também da aquisicdo da cultura mista, desidratada, comercial da
marca Cultures for Health (Dakota do Sul, EUA).
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparo do Inéculo

A adaptacdo da cultura mista ao meio de crescimento foi realizado
em um periodo de 10 dias. Inicialmente, preparou-se uma infusédo com 8 g.L* de cha
oolong em agua mineral a 85 +5 °C e 100 g.L* de sacarose. Filtrou-se com papel
filtro apos 10 minutos de infuséo e resfriou-se a uma temperatura de 30 °C.

Adicionou-se 100 mL da cultura iniciadora da GT’s Synergy Drinks®.
E para a versdo desidratada da Cultures for Health® acrescentou-se 100 mL.L! de
vinagre de alcool cereal a 4 % (m.v!) em &cido acético (CHU; CHEN, 2006;
DUFRESNE; FARNWORTH, 2001).

Os preparados inoculados foram mantidos na temperatura de 30+2
°C sem agitacao e considerados viaveis com a formacédo da pelicula caracteristica e

observacgéo microscopica de microrganismos.

4.2.2 Manutencéo do In6culo

O indculo foi mantido em infusdo de cha oolong em solucdo de
sacarose (100 g.L''). Todos os processos de fermentacdo partiram de aliquotas
deste, chamado de inéculo de manutengéo.

4.2.3 Preparo das Infusdes

A solucdo de sacarose (100 g.L?) preparada com agua mineral foi
autoclavada e apés resfriamento a 85+5 °C adicionou-se 8 g.L! do cha (partes
aéreas de C. sinensis ou |. paraguariensis St. Hil.). Manteve-se em repouso por 10

minutos e filtrou-se para remocéao de particulas em suspensao.

4.2.4 Fermentacdo dos Chas

No cha obtido adicionou-se inéculo preparado conforme descrito

anteriormente, na concentracdo de 100 mL.L* de in6culo. O processo em batelada
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foi conduzido em frascos reagentes (previamente autoclavados) com o volume de
250 mL dos chés inoculados, e mantidos na temperatura de 30£2 °C.

O delineamento experimental foi realizado em dois blocos, em
duplicata, para as amostras de chas (oolong e erva-mate) e controle (solugcédo de
sacarose com inoculo). O processo foi monitorado nos dias 0, 3, 7, 10 e 14 e os
parametros avaliados foram sélidos sollveis (°Brix), aclcares (g.L?, m.vt), medida
do potencial hidrogenidnico (pH), acidez total titulavel (g.Lt, m.v1), &cidos organicos
(9.Lt, m.v1), teor alcodlico (mL.100mL%, v.v?1), fendlicos totais (MM equivalente
acido galico), flavonoides totais (mM equivalente catequinas) e atividade
antioxidante. Os métodos estdo descritos nos itens 4.2.6.1, 4.2.6.2, 4.2.6.3, 4.2.6.4,
4.2.6.5, 4.2.6.6, 4.2.6.7, 4.2.6.8, 4.2.6.9 e 4.2.6.10, respectivamente. As amostras
analisadas eram de frascos-reagentes Unicos para cada dia e foram selecionados de
modo aleatorizado através de sorteio.

Para a analise sensorial foram utilizados dois pontos de fermentacéo
para cada cha. O fermentado até o tempo de 7 e 10 dias foram envasados em
garrafas de vidro ambar com tampa do tipo flip-top para preservar a gaseificacdo
natural produzida na segunda fermentacéo, conduzida na temperatura controlada de
30 °C, por quatro dias e ap06s este periodo o produto foi mantido sob refrigeracdo a
10 °C.

Os dados passaram por tratamento estatistico aplicando analise de
variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo das médias (Tukey) em nivel de 5 % de
significancia (p<0,05) determinados com o auxilio do programa Statistica® (verséo
10, EUA).

4.2.5 Caracterizacdo Microbiologica e Genética Molecular

4.2.5.1 Analise microbioldgica

A caracterizagdo microbioldgica visou investigar 0s microrganismos
e 0s possiveis géneros presentes de bactérias e fungos que compunham a cultura
mista de kombucha. De acordo com a literatura, o esperado é a presenca de
bactérias acéticas (géneros Acetobacter, Gluconacetobacter e/ou Gluconobacter),
laticas (género Lactobacillus) e leveduras (género Saccharomyces).

O isolamento e purificagcdo dos microrganismos foi realizado por
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meio de repiques de esgotamentos nos meios especificos. Uma aliquota de 2 mL do
inéculo foi adicionada em 10 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia®,
india) e incubada entre 24-48 horas em estufa a 30 °C, e 37 °C as amostras para
investigacdo de bactérias laticas.

Os meios de culturas foram Manitol Yeast Peptone (MYP) para
bactérias acéticas, MRS Agar (BD®, Difco®, EUA) para bactérias laticas e Yeast Malt
Agar (YMA) para leveduras. O meio de cultura agar Nutriente (Himedia®, india)
também foi utilizado na separagéo bacteriana.

O MYP é composto de manitol (25 g), extrato de levedura (5 g) e
peptona (3 g) para 1 litro de agua destilada (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES,
1998). E o0 YMA produzido com dextrose (10 g), peptona (5 g), extrato de levedura (3
g), extrato de malte (3 g) e agar (20 g) para 1 litro de &gua destilada.

As placas de MYP seguiram a metodologia de dupla camada
descritas por Entani et al. (1985) com acréscimo de nistatina para inibicdo fangica. E
o meio YMA foi adicionado com antibacteriano cloranfenicol (100 mg.L?) para
inibicdo bacteriana (FAO, 2006).

Para adequada purificacdo, repetiu-se este procedimento por cinco
vezes, acompanhando a pureza da cultura em microscoépio 6tico (Leica® - DM E,
EUA) e observando a morfologia dos microrganismos pela técnica da coloragcédo de
GRAM (RIBEIRO; SOARES, 1993).

As colbnias isoladas foram suspendidas em 30 mL de caldo BHI e
incubadas entre 24-48 horas para producdo de massa celular. Apds incubacéo, o
caldo foi centrifugado (rcf de 15557 x g) para recuperagédo da massa celular. O pellet
de células formado foi lavado com solucdo salina 9 g.L* em duas repeticbes e
centrifugado. O armazenamento final foi realizado em caldo de crescimento com
crioprotetor (glicerol 100 g.L!) e armazenadas na temperatura de -20 °C.

Para assegurar a inocuidade do produto realizou-se analise
microbiolégica seguindo os parametros para bebidas nao-alcodlicas, conforme a
Resolucdo RDC n°® 12 de 2001 da ANVISA (BRASIL, 2001). Os meétodos de
referéncia foram de acordo com o Compendium of methods for the microbiological

examination of foods da American Public Health Association (APHA, 2001).
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4.2.5.2 Extracdo de DNA bacteriano

A amostra devidamente purificada mantida na temperatura de -20 °C
foi reativada em caldo de crescimento (BHI) por 48 horas a 30 °C. Uma aliquota de 3
mL foi centrifugacéo (rcf de 9982 x g) por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado.
O pellet com a massa celular foi suspendido em 450 pL tampéao TE pH 8 (Tris-HCI 1
M, EDTA 0,5 M (&cido etilenodiamino tetra-acético)), 30 uL SDS (10 g.L* (dodecil
sulfato de sodio)) e homogeneizado por inverséo. Incubado por 60 minutos a 37 °C.

Adicionou-se 450 pL fenol-cloroféormio (24:25, viv) e homogeneizou-
se. Centrifugou-se por 20 minutos (rcf de 9982 x g), o sobrenadante foi transferido
para microtubo de fundo conico e repetiu-se o processo. Mediu-se o volume final do
sobrenadante para calcular a quantidade de 1/10 do volume em acetato de sédio (3
M) e 6/10 volume de etanol absoluto gelado (-20 °C) e homogeneizado. Armazenou-
se a -20 °C por 60 minutos.

Na sequéncia, centrifugou-se por 10 minutos (rcf de 9982 x g) e 0
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 300 pL etanol 70 mL.L* ao sedimento e
centrifugou-se por 10 minutos (rcf de 9982 x g) e o sobrenadante foi descartado. O
microtubo com DNA precipitado foi mantido na temperatura ambiente por 60
minutos. O DNA recuperado foi eluido em 100 pL tampéo TE e repousado por 24
horas na temperatura de -20 °C. Este foi utilizado para a técnica da reacdo em

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR).

4.2.5.3 Extracdo de DNA fangico

A amostra devidamente purificada mantida sob temperatura de -20
°C foi reativada em caldo de crescimento (BHI) por 48 horas a 30 °C. Uma aliquota
de 3 mL foi centrifugada (rcf de 9982 x g) por 3 minutos e descartou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 200 pL solucdo de limpeza (Triton X-100 20 mL.L%1,
SDS 10 g.Lt, NaCl 100mM, Tris-HCI pH 8 10mM, EDTA pH 8 1mM), 200 pL fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e 0,3 g de micro pérolas de vidro.
Homogeneizou-se em agitador tipo vortex por 3 minutos. Adicionou-se 200 pL
tampao TE pH 8 (Tris—HCI 10 mM, EDTA 1 mM) e homogeneizou-se. Centrifugou-se

por 15 minutos (rcf de 9982 x g) e o sobrenadante foi transferido para microtubo de



32

fundo coénico. Adicionou-se 1 mL etanol absoluto gelado (-20 °C) e homogeneizou-se
por inversdo para precipitar o DNA e manteve-se repousado a -20 °C por 60
minutos.

Centrifugou-se por 15 minutos (rcf de 9982 x g) e o sobrenadante foi
descartado. O tubo com DNA precipitado foi mantido na temperatura ambiente por
60 minutos. O DNA recuperado foi eluido em 20 pL tamp&o TE e repousado por 24
horas na temperatura de -20 °C. Este foi utilizado para a técnica da reacdo em

cadeia da polimerase (PCR).

4.2.5.4 Amplicaficacdo de DNA gendmico bacteriano pela reacdo em cadeia da

polimerase

Os primers D1 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e D1
(AAGGAGGTGATCCAGCC) utilizados foram sintetizados por Invitrogen Thermo
Fisher Scientific® (EUA), a partir da sequéncia descrita por Weisburg et al. (1991).

A reacdo de PCR, a partir do DNA extraido, foi feita tendo volume
final de 20 pL contendo 11,4 pL &gua ultrapura estéril, 2 uL tampdo PCR 10x (200
mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 0,4 uL dNTPs (trifosfatos de desoxinucleotideos,
25 mM), 1 uL MgClz (50 mM), 1,5 pL de cada um dos primers fD1 e rD1 (10 pmol.pL-
1), 0,2 uL Tag DNA polimerase (5 U.uLt') e 2 uL DNA da amostra. Utilizou-se
termociclador (Techne TC-512 Thermal Cycler®, EUA) programado para realizar 30
ciclos depois de uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 4 minutos. Cada ciclo de
amplificacdo consistiu em trés estagios: desnaturacao (94 °C, 1 minuto), pareamento
(55 °C, 30 segundos) e extensédo (72 °C, 2 minutos) e extenséo final realizada a 72
°C por 10 minutos.

O produto de amplificacdo foi avaliado por visualizacdo em
eletroforese em gel de agarose (10 g.L-1), corado com Sybr® Safe DNA Gel Stain
(0,06 pL.mL-1, ThermoFisher Scientific®, EUA) e registrado digitalmente em foto-
documentador em luz ultravioleta por L-PIXex® (Loccus Biotecnologia®, Brasil).

4.2.5.5 Amplicaficacdo do DNA genbmico fungico pela reacdo em cadeida da

polimerase

A amplificacdo do DNA fangico utilizou os primers ITS1-F
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(CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
sintetizados por Invitrogen ThermoFisher Scientific® (EUA) a partir da sequéncia
descrita por Gardes e Bruns (1993) e White et al. (1990), respectivamente.

A reacdo de PCR, a partir do DNA extraido, foi feita tendo volume
final de 25 pL que continha 16,35 pL agua ultrapura estéril, 2,5 pL tampao PCR 10x
(200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 0,4 pL dNTPs (2,5 mM), 1 pL MgClz (50
mM), 1,25 pL de cada um dos primers ITS1-F e ITS4 (10 pmol.uL?), 0,25 pL Taq
DNA polimerase (5 U.uL') e 2 uL DNA da amostra. Utilizou-se termociclador
(Invitrogen ThermoFisher Scientific®, SimpliAmp™ Thermal Cycler, EUA)
programado para realizar 35 ciclos depois de uma desnaturacéao inicial a 95 °C por 5
minutos. Cada ciclo de amplificacao consistiu em trés estagios: desnaturacéo (94 °C,
1 minuto), pareamento (60 °C, 1 minuto) e extensao (65 °C, 1 minuto). Foi realizada
extensao final a 65 °C por 5 minutos.

O produto de amplificacdo foi avaliado por visualizacdo em
eletroforese em gel de agarose (10 g.L-1), corado com Sybr® Safe DNA Gel Stain
(0,06 pL.mL-1, ThermoFisher Scientific®, EUA) e registrado digitalmente em foto-

documentador em luz ultravioleta por L-P1Xex® (Loccus Biotecnologia®, Brasil).

4.2.5.6 Sequenciamento do material genético

O material genético (bacteriano e fangico) apds a amplificacao foi
preparado para o sequenciamento com 5 pL de cada amostra e 1 pyL dos primers
especificos em tubos distintos. O sequenciamento foi realizado pelo Laboratério de
Virologia Animal da UEL. Utilizou-se sequenciador Genetic Analyser® (ThermoFisher
Scientific®, ABI3500, EUA) e os primers forward e reverse com BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA).

As sequéncias foram comparadas com o banco de dados GenBank
utilizando o algoritmo BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) (National Center
for Biotechnology Information, Maryland, EUA).
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4.2.6 Caracterizacao Fisico-Quimica

4.2.6.1 Soélidos sollveis totais

Realizou-se medidas de solidos solUveis totais expressos em °Brix
(%, m.m1) com refratbmetro digital (RM40, Mettler Toledo®, EUA) pelo método
932.12 da AOAC (2012).

4.2.6.2 Determinacédo de acucares

A determinacdo de sacarose, glicose e frutose foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no Laboratorio de Desenvolvimento e
Instrumentacdo e Metodologia Analitica da UEL com protocolo baseado em Pauli,
Cristiano e Nixdorf (2011) com modificacdes.

O cromatografo constituido por uma controladora (CBM-20A),
bomba (LC-20AT), degaseificador (DGU-20A5), amostrador automatico (SIL-20AC
HT), forno de coluna (CTO-20A) e detectores de indice refrativo diferencial (RID-
10A) e arranjo de fotodiodos UV-VIS (SPD-M20A) todos do modelo Prominence® da
Shimadzu® (Japdo). Os parametros utilizados foram uma coluna de troca idnica
Aminex HPX-87P (9um, 7,8 x 300 mm na forma i6nica Pb*?, Biorad®, EUA) mantida
a 80 °C e fase moével agua ultra pura (MilliQ®, Millipore®, EUA), fluxo de 1 mL.min™,
pressdo 995 psi e tempo de corrida em 20 minutos. O detector de arranjo de
fotodiodos estava programado em comprimento de onda fixo de 215 nm e no modo
de varredura de 200 a 400 nm. A aquisicdo de dados e a integracdo dos picos
cromatograficos foram realizadas com o auxilio do software software Shimadzu
LCsolution®.

Amostras diluidas (1:2, v.v') em agua ultra pura (MilliQ®, Millipore®,
EUA) foram filtradas (0,22 um, Millipore®, EUA) em vials para CLAE, 20 uL injetados
no sistema. Os tempos de retencdo foram comparados com os padroes de sacarose
(2,25 mg.mL1), glicose (2,42 mg.mL?) e frutose (3,13 mg.mL1) de grau analitico
(Sigma®, EUA).

Para calcular a velocidade de consumo e producdo, expressa em

grama do carboidrato por litro de amostra por dia (g.L*.dia?), utilizou-se a equacéo:
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(Concentracio Inicial - Concentracio Final do Dia Avaliado)

Velocidade =
erociaace Tempo em dias

4.2.6.3 Potencial hidrogeniénico (pH)

Foi realizada a medida de pH em potenciometro digital (FE20
FiveEasy®, Mettler Toledo®, EUA) segundo a técnica 981.12 da AOAC (2012)

4.2.6.4 Acidez total titulavel

Determinou-se a acidez total titulavel por titulometria com solucéo de
hidroxido de sodio 0,1 M (padronizada), indicador fenolftaleina, de acordo com o
método 942.15A da AOAC (2012). A acidez foi expressa em gramas de acido
acético por litro de produto (g.AC.L1).

4.2.6.5 Determinacdo de acidos organicos

A determinacdo de &cidos orgéanicos foi realizada por CLAE no
mesmo equipamento cromatografico dos acucares (item 4.2.6.2), protocolo baseado
em Reuter (2015). Os parametros utilizados foram uma coluna C18 MG (5y, 250 x
4,6 mm) (CapCell PaK, Shiseido®, Japdo) a 40 °C, fase moével tampéo fosfato de
s6dio 25 mM pH 2,4, fluxo constante 1 mL.min%, isocratico, pressdo 995 psi, tempo
de corrida em 25 minutos. A aquisicao e processamento dos dados foram realizados
com o auxilio do software Shimadzu LCsolution®.

Amostras diluidas (1:2, v.v!) em agua ultra pura (MilliQ®, Millipore®,
EUA) foram filtradas (0,45 um, Millipore®, EUA) em vials para CLAE, 20 uL injetados
no sistema. Os tempos de retencdo foram comparados com os padrées dos &cidos
acético (5,25 mg.mL™1), succinico (1,2 mg.mL™), oxalico (2,4 mg.mL1), malico (1,5
mg.mL™1), citrico (2,5 mg.mL), latico (1,95 mg.mL?), propiénico (4,95 mg.mL?) de
grau analitico (Sigma®, EUA).

4.2.6.6 Teor alcodlico por ebuliometria

O teor alcoolico foi determinado pelo ebulibmetro. Calibrou-se o
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equipamento com agua destilada e medindo a sua temperatura de ebulicdo para ser
a referéncia na régua de conversao. Esta é utilizada para determinar a concentracéo

de etanol em mL.100mL* de amostra.
4.2.6.7 Determinacdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados por reacdo com
reagente de Folin-Ciocalteu pela metodologia descrita por Damiani et al. (2014).

Uma aliquota de 0,5 mL de amostra diluida (1:10 v.v!) foi colocada
em tubos e adicionados 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (100 mL.Lt) e incubou-
se em banho-maria a 50 °C. Apds 5 minutos, acrescentou-se 2 mL de solucdo de
carbonato sédio (200 g.L1). Na sequéncia, procedeu-se a leitura da absorbancia a
760 nm em espectrofotémetro UV-visivel (Thermo Electron Corporation®, Spectronic
Genesys 6%, EUA). A curva padréo de acido gélico (0,1 a 0,5 mM) foi construida e os

resultados expressos em mM equivalente de acido gélico (mM Eqg.AG).

4.2.6.8 Determinacgao de flavonoides totais

O contetdo total de flavonoides presente no kombucha foi
determinado por método espectrofotométrico adaptado por Pekal e Pyrzynska
(2014).

Uma aliquota de 1 mL de amostra foi misturada com 300 pL de
solucédo de nitrito de sédio (50 g.Lt), agitados e mantidos protegidos da luz. Depois
de 5 minutos foi adicionado 0,5 mL de cloreto de aluminio (100 g.L?), agitados e
mantidos protegidos da luz. Ao final de 5 minutos, acrescentou-se 1 mL de hidroxido
de sbdio 1 M. A leitura da absorbancia foi realizada em comprimento de onda de 510
nm (Thermo Electron Corporation®, Spectronic Genesys 6®, EUA). A curva padrdo
de catequinas (0,05 a 0,2 mM) foi construida e os resultados expressos em mM

equivalentes de catequinas (mM Eq.CA).

4.2.6.9 Avaliagdo da capacidade antioxidante sobre radical ABTS

A avaliacao utilizou a metodologia descrita por Re et al. (1999). Para
gerar o radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico) diamoénio (ABTS)

preparou-se uma solugcao estoque de ABTS a 7 mM com 2,45 mM de persulfato de
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potassio. A solucéo final foi armazenada em frasco escuro sob protecdo da luz por
16 horas para estabilizacao.

A solugéo de trabalho de ABTS foi diluida com etanol para uma
absorbancia entre 0,698-0,706 no comprimento de onda 730 nm. Uma aliquota de 4
mL ABTS diluido foi misturado com 10 uL de amostra, homogeneizou-se e manteve-
se repouso ao abrigo da luz. Apés 6 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro a 730 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Electron
Corporation®, Spectronic Genesys 6®, EUA). O controle de cor foi feito sem a adicéo
do radical ABTS, de branco sem a adicdo da amostra e radical, e o de controle sem
adicdo de amostra. A curva padrdo de Trolox (1,0 a 8,0 mM) foi construida, os
resultados foram expressos em mM equivalente de Trolox (mM Eq.Trolox) e a taxa
de inibicdo do radical em porcentagem (de acordo com a equacao):

0 =

{ " (Absorbéncia da amostra)} « 100
Absorbancia do controle

4.2.6.10 Avaliagéo da capacidade antioxidante sobre o radical DPPH

Para atividade antioxidante sobre o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) utilizou-se a metodologia descrita e adaptada por Georgetti et al. (2006) e
Casagrande et al. (2007).

A reacdo se desenvolve com 50 yL amostra misturada com 1 mL
etanol absoluto, 1 mL tamp&o acetato 0,1 M pH 5,5 e 0,5 mL DPPH 250 uM em
solucdo etandlica. Foi homogeneizada e mantida em repouso por 15 minutos ao
abrigo da luz. A leitura da absorbancia foi realizada em 517 nm em
espectrofotdometro UV-visivel (Thermo Electron Corporation®, Spectronic Genesys
6®, EUA). O controle de cor foi feito sem a adicéo do radical DDPH, de branco sem a
adicdo da amostra e radical, e de controle sem adicdo de amostra. A curva padréo
de Trolox (0,2 a 1,0 mM) foi construida, os resultados expressos em mM equivalente
de Trolox (mM Eq.Trolox) e taxa de inibicdo do radical em porcentagem (mesma

equacao para o radical ABTS, item 4.2.14).

4.2.7 Andlise Sensorial

A metodologia da analise foi um teste de aceitacdo com escala
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hedonica hibrida de 10 cm (0O: desgostei extremamente; 5: ndo gostei, nem
desgostei; 10 = gostei extremamente) (VILLANUEVA; VILLANUEVA; DA SILVA,
2000).

O teste utilizou uma equipe de 100 julgadores nao-treinados, faixa
etaria acima dos 18 anos, de ambos 0s sexos. As amostras foram apresentadas de
modo codificado, aleatorizado, servida em copos descartaveis transparentes (50 mL
de cada a 10 °C) em cabines individuais iluminadas com luz branca.

Antes de cada sessdo, os julgadores foram instruidos quanto a
dindmica da avaliacdo e uma ficha de consentimento foi entregue para assegurar a
privacidade e confiabilidade na utilizacdo dos dados coletados (Anexo A). Apds o
aceite, um formulario para coleta de dados sociais foi entregue (Apéndice A). Por se
tratar de um experimento com envolvimento de seres humanos, o projeto inicial foi
encaminhado do Conselho de Etica em Pesquisa (CEP), pela Plataforma Brasil para
gue fosse avaliado. O parecer de liberacdo consubstanciado do CEP possui 0
registro numero 820.822.

A ficha de coleta (Apéndice B) com a escala heddnica solicitava a
avaliacdo dos atributos aparéncia, aroma, sabor, sensacdo na boca e aceitacdo
global. Para a andlise foram testadas quatro amostras diferentes sendo que diferiam
no tipo de cha base (oolong ou erva-mate) e o tempo de fermentacéo (7 ou 10 dias)
para cada um dos chas.

Para o tratamento estatistico dos resultados realizou-se analise de
variancia (ANOVA) e o teste de comparacéo das médias (Tukey) em nivel de 5 % de
significancia (p<0,05) foram determinados com o auxilio do programa Statistica®
(verséo 10 EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO E MANUTENGCAO DO INOCULO

Nos testes com a utilizacdo da cultura mista desidratada da Cultures
for Health® ndo houve desenvolvimento microbiano, nas condicfes testadas neste
trabalho, para a producgéo de bebida kombucha. Isto pode ser atribuido a maneira de
secagem da pelicula formada pelo fornecedor, uma vez que foi possivel reidrata-la
porém ndao foi visualizado por microscopia a presenca de microrganismos.

O processo fermentativo foi, entdo, conduzido com a cultura mista a

J

partir do kombucha comercial Enlightened Kombucha Original®, da marca GT’s
Synergy Drinks® (Beverly Hills, EUA). Neste foi possivel observar por microscopia a
presenca de células viaveis e a producdo de material extracelular (pelicula), que
habilitou o material biolégico para o uso na elaboracdo das bebidas fermentadas
kombucha de cha oolong e de ch& mate.

Todos o0s experimentos e parametros avaliados foram obtidos a
partir deste in6culo, previamente adaptado ao meio acucarado com a infuséo de cha
oolong. Utilizou-se apenas esta infusdo para minimizar fatores de interferéncia, pois
nesta etapa ndo se tinha conhecimento sobre o comportamento do inéculo na

presenca da infusdo de mate.

5.2 ANALISE MICROBIOLOGICA E MOLECULAR

A separacao e purificagdo microbiolégica do in6culo foi realizada por
no minimo cinco vezes e evidenciou-se a presenca de 4 bactérias distintas (Gram
positiva e Gram negativa) e uma espécie fungica. Apesar do uso de meios propicios
para bactérias laticas e acéticas, estas ndo foram isoladas. E as amostras se
apresentaram dentro dos padrdes microbiolégicos exigidos pela legislacdo (BRASIL,
2001), auséncia de Salmonella sp. e coliformes totais.

A figura 2 apresenta o gel de agarose da PCR do material genético
bacteriano e fungico. Como indicado, apresentou bandas em torno de 1.500 pb

(pares de bases) para bactérias e 500 pb para fungos.
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Figura 2 — Gel de agarose da amplificacao genética

1,500& . '

(A): material bacteriano; (B): material fiungico; M: marcador de pares de bases.
NUmeros representam as amostras microbianas.
Fonte: proprio autor (2015).

O sequenciamento do material genético apés tratamento na base de
dados no BLAST (tabela 1) indica a presenca de 4 bactérias e 1 espécie fungica, a
Meyerozyma caribbica que € a forma sexuada ou telemérfica (Candida fermentati é a
forma assexuada ou anamorfa). Esta duplicidade no ciclo reprodutivo € uma
caracteristica do filo Ascomycota (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999; KURTZMAN,
SUZUKI, 2010).

Tabela 1 — Valores de cobertura, E-value e identidade do sequenciamento genético

Microbiota Descricao Cobertura  e-value* Identidade
Pseudomonas stutzeri 73 % 0,0 93 %
Bactéria Pseudomonas oryzihabitans 71 % 0,0 94 %
Bacillus sp. 85 % 0,0 96 %
Microbacterium sp. 82 % 0,0 96 %
Fungo Meyerozyma caribbica 86 % le-175 87 %

Parametro de confianca do alinhamento (e-value<0)

Os valores de cobertura indicam o quanto a sequéncia registrada no
banco de dados € similar em tamanho com a sequéncia estudada. A identidade

avalia o quanto desse tamanho é idéntico e o e-value € um parametro de confianca
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que informa se o alinhamento ocorreu ao acaso (BLAST®).

Os autores Teoh, Heard e Cox (2004) ao estudarem a microbiota
fungica de kombuchas comerciais evidenciaram que a presenca de leveduras
predominantes varia entre 1 e 3 espécies e Candida sp. foi uma das identificadas. E
Jayabalan et al. (2014) indicam o isolamento deste género em amostras de
diferentes origens.

Segundo Romi et al. (2014) a identificacdo e diferenciacdo de M.
caribbica e M. guilliermondii (Candida guilliermondii) é desafiadora devido a
proximidade genética entre as duas espécies. Apesar das formas assexuadas de
ambas estarem agrupadas no género Candida, raramente, a C. fermentati é
associada como patogénica. As formas telemorficas sdo associadas com produtos
fermentados contribuindo para o perfil sensorial destes. Esta foi isolada em
processos fermentativos da améndoa do cacau e do café (DANIEL et al., 2009;
EVANGELISTA et al., 2015).

O sequenciamento genético bacteriano identificou duas espécies do
género Pseudomonas, sendo P. stutzeri e P. oryzihabitans. Além dos géneros
Bacillus sp. e Microbacterium sp..

As espécies de Pseudomonas spp. identificadas sdo consideradas
patogénicas oportunistas, mas raramente causam infeccdes em humanos. Elas
ocorrem naturalmente no ambiente (terrestre e aquético). P. aeruginosa € descrita
como potencial produtora de biofilme, assim como P. oryzihabitans, porém esta
caracteristica ndo é associada com P. stutzeri. A presenca destes microrganismos
no inéculo adaptado ao meio € no minimo intrigante, pois a P. oryzihabitans nao
apresenta capacidade fermentativa e a P. stutzeri ndo tolera condi¢des acidas, e nédo
apresenta crescimento em pH inferior a 4,5 (LALUCAT et al., 2006). O in6culo foi
cultivado em meio &cido, com pH entre 2,7-3,0 e acidez total expressa em acido
acético variando de 6,76 e 8,97 g.L .

Durante o processo de fermentacdo houve a producéao de pelicula
na interface ar/liquido do sistema. Espécies do género Bacillus sdo capazes de
producdo de exopolissacarideos como B. subtilis e B. licheniformis (BOURDICHON
et al., 2012; ELSHOLZ; WACKER; LOSICK, 2014; SONG; JEONG; BAIK, 2013).

A presenca de Microbacterium sp. em alimentos fermentados é
descrita na literatura, o isolamento foi obtido em derivados de leite, atuando na
maturacdo de queijos (BOURDICHON et al., 2012).
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5.3 ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO FERMENTATIVO DE PRODUCAO DA BEBIDA
KOMBUCHA

5.3.1 Teor de Sdlidos Soluveis e Agucares

A tabela 2 apresenta a evolucdo do teor de solidos solluveis totais
nas bebidas durante o periodo de fermentacdo que foi de 14 dias. Pode-se observar
gue houve diminuicédo destes, que partiu de 10,21 °Brix e atingiu o valor final de 9,36
°Brix, com uma reducédo de 8,3 % nos solidos contidos na bebida preparada com
oolong. Ja, no kombucha de mate esta variacdo foi de 7,0 % na solucdo que tinha
um teor inicial de 10,24 °Brix e final de 9,52 °Brix. E possivel assumir que esta
diminuicdo € decorrente da utilizacdo do carboidrato como fonte de carbono pela
cultura mista. Para o controle, em que apenas foi fornecido solucdo acucarada ao

indculo, a variacéo foi ndo significativa.

Tabela 2 — Teor de solidos sollveis totais das infusdes fermentadas por 14 dias

Tempo Teor de sélidos soluveis totais (°Brix)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 9,98 £0,082 9,98 +0,052  9,95+0,08% 9,92 +0,06® 9,97 +0,052
Oolong 10,21 +0,04® 9,95+0,05° 9,57 +0,06° 9,46 +0,00¢ 9,36 +0,03°
Mate 10,24 +0,082 10,14 +0,03* 9,82 +0,04° 9,67 +0,06¢ 9,52 +0,09¢

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

O grau Brix (g de sdlidos soluveis totais em 100 g de solucéo)
representou neste caso a medida aproximada do teor de acUcar total da solucéo,
uma vez que esta foi preparada com a simples solubilizagdo do carboidrato em
agua. O gréfico 1 relaciona a concentragdo total de agucares, obtida pelo somatorio
das fragcOes sacarose, glicose e frutose determinadas por CLAE (tabela 3), com o
teor de °Brix. Este evidencia a tendéncia de exatidao destas medidas, 0 que justifica
0 uso da determinacdo de solidos soluveis totais (°Brix) como parametro de controle

no processo de fermentacao para a obtengédo da bebida kombucha.
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Gréfico 1 — Concentracao total de aclcares determinados por CLAE e °Brix
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Duracao da fermentacéo (dias)

Linha sdlida: concentracao total de acgulcares; linha tracejada: valores de °Brix; (M)
amostra oolong; (@) amostra mate.

A quantificacdo dos acucares das amostras por CLAE (tabela 3)
demonstrou a ocorréncia de hidrélise da sacarose em glicose e frutose, devido a
presenca de invertase de origem fungica que cliva o dissacarideo (CHEN; LIU,

2000). O cromatograma esta apresentado no Apéndice C.

Tabela 3 — Teor de acucares por CLAE

Tempo Acucares (g.L 1)

Amostra (dia) Sacarose Glicose Frutose
0 83,21 16,62 4,02

3 76,22 16,14 6,31

Oolong 7 62,12 18,86 10,50
10 52,68 21,69 13,88

14 40,36 26,37 19,42

0 79,61 11,12 3,80

3 82,58 14,71 5,61

Mate 7 73,77 15,97 7,75
10 66,72 17,80 9,42

14 54,72 22,59 13,41




44

A taxa de degradacdo dos acucares totais ocorreu em uma maior
velocidade durante o periodo de 0 a 7 dias para as amostras de oolong e esta foi
diminuindo com o transcorrer do tempo. Os valores obtidos das taxas de degradacgao
dos acUcares totais para o olong foram de -1,72 g.Lt.dia* (At = 3 dias); -1,77 g.L-
Ldiat (At = 7 dias); -1,56 g.Lt.diat (At = 10 dias); -1,26 g.L'.dia?® (At = 14 dias).
Valores decrescentes eram esperados uma vez que os aclcares Sdo neste caso a
principal fonte de carbono para manutengao e multiplicagéo celular da cultura mista.
O teor de aclcar total partiu de 103,85 g.L™* com uma provavel metabolizacdo pelos
microrganismos de 17 % e chegou em 86,15 g.L™* ao final do processo fermentativo.
Avaliando os resultados da CLAE, observou-se o0 acimulo de monossacarideos com
uma taxa de formacgdo em g.L*.dia, ao longo dos periodosde 0a3;0a7;0a 10; 0
a 14 dias, de glicose de -0,16; 0,32; 0,51 e 0,70, respectivamente e frutose de 0,76;
0,92; 0,99 e 1,10, respectivamente para kombucha a partir de oolong. Os dados
levantados apontam para a inferéncia de que o monossacarideo metabolizado
prioritariamente foi a glicose.

Os valores obtidos das taxas de conversado dos acUcares totais para
o mate foram de 2,75 g.L1.dia? (At = 3 dias); -0,40 g.L.dia* (At = 7 dias); -0,07 g.L
Ldiat (At = 10 dias); -0,28 g.L.dia (At = 14 dias). Estes valores oscilam de modo
nao uniforme quanto a degradacado do acucar total. O teor de acucares totais iniciou-
se em 94,65 g.L! e ao final foi de 90,73 g.L, com decréscimo de 4 %. J4 a taxa de
formagdo em g.Lt.dia! ao longo dos periodos de 0 a 3; 0 a 7; 0 a 10; 0 a 14 dias de
glicose foram 1,16; 0,67; 0,66; 0,81 e frutose foram 0,60; 0,56; 0,56 e 0,69,
respectivamente para kombucha a partir de mate. Considerando que o acumulo de
monossacarideo em maior quantidade neste caso foi de glicose poder-se-ia sugerir
que a frutose foi metabolizada pelos microrganismos constituintes da cultura mista. E
sabido que os microrganismos priorizam a rota de degradacdo da glicose em
detrimento a frutose, porém esta também pode ser fonte de energia para a célula e
metabdlitos intermediarios quando envolvem o sistema das enzimas fosfotransferase
e frutoquinase para a fosforilagdo da molécula de frutose (CAESCU et al., 2004).

Kallel et al. (2012) estudaram dois tipos de kombucha, a partir de
cha verde e de preto, com concentracdo inicial de 100 g.L' de sacarose,
fermentados por 15 dias, na temperatura de 24 °C. O resultado apresentado para a
taxa de degradacdo de sacarose foi de 2,3 g.Ll. dia® e na bebida final foi

encontrado 5,2 g.L* para glicose e 12,2 g.L! para a frutose, na bebida produzida
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com cha verde. Ja para o cha preto a degradacdo de sacarose ao final do décimo
quinto dia foi de 2,5 g.L*. dia. O teor de glicose neste foi de 9,4 g.Lt e 17,8 g.L?
para a frutose. No presente estudo a taxa de degradagéo da sacarose para o oolong
foi de 3,1 g.L . diat e 1,8 g.L . dia! para o mate. O consumo de carboidratos é
dependente de fatores tais como periodo de fermentacdo e temperatura. Ja 0s
teores de glicose e frutose em g.Lt, no kombucha com oolong foram 26,4 e 19,4,
respectivamente. Para as bebidas com mate foram de 22,6 g.L! para a glicose e
13,4 g.L! para a frutose. Estes valores contradizem agueles encontrados pelos
autores mencionados. Entretanto, Lonc¢ar et al. (2000) relatam 25,59 e 5,4 g.L? de
glicose e frutose, respectivamente, para bebida fermentada com cha preto nas
condicdes de temperatura de 28 °C, com concentracdo inicial de 70 g.L! de
sacarose, por 21 dias. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados neste
trabalho. Pode-se supor que as concentracfes finais dos acUcares indiquem
destinos metabdlicos diferentes durante a fermentacdo. Um fator a ser considerado &
a diversidade da microbiota que ndo € a mesma entre as pesquisas comparadas
(JAYABALAN et al., 2014).

5.3.2 Potencial Hidrogénionico (pH), Acidez Total Titulavel e Teor de Acidos

Organicos

As bebidas fermentadas a partir de substrato acucarado com a
infusdo dos chas apresentaram diminuicdo do pH com o passar do tempo de
fermentacdo. Isto pode ser em consequéncia do metabolismo microbiano que ao
produzir &cidos organicos diminui o pH do meio. Estes resultados e suas correlacbes
estdo apresentadas na tabela 4 e no grafico 2, respectivamente. O pH decaiu de
4,26 para 2,95 (amostra oolong), ao final do sétimo dia e se manteve sem diferenca
significativa até o décimo quarto dia. Os valores observados estdo de acordo com 0s
estudos de Greenwalt, Ledford e Steinkraus (1998), Kallel et al. (2012), Sreeramulu,
Zhu, Knol (2000) e Steinkraus et al. (1996), em que kombucha produzidos a partir de
distintas culturas iniciadoras e infusGes de ch& (preto ou verde; preto ou verde; preto;
preto, respectivamente), resultaram em um valor de pH préximo de 2,5 nas bebidas

em tempos diferentes 9, 15, 6 e 7 dias, respectivamente.



Tabela 4 — Potencial hidrogeniénico

46

Tempo pH

(dia) 0 3 7 10 14
Amostra
Controle 4,21 +0,44% 3,70+0,29® 3,08 #0,13° 2,96 +0,16° 2,91 +0,09¢
Oolong 4,26 +0,372  3,52+0,16° 2,95+0,09° 2,86 +0,03° 2,81 +0,09°
Mate 4,48 £0,36* 4,00 £0,21° 3,42 +0,05° 3,31 +0,05° 3,12 +0,07°

Média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam

diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Gréfico 2 — Relacéo pH e acidez total titulavel
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A diminuicdo do valor de pH foi significativo apos o terceiro dia de

fermentacdo para ambos os chas e do sétimo dia até o final da fermentacdo néao

apresentou diferenca significativa. De acordo com Malbasa et al. (2011), isto pode

ser uma consequéncia do efeito tampéo entre a sintese de acidos organicos fracos

com 0s minerais provenientes dos chas e da agua mineral.

Diferente do encontrado no teor de sélidos soltveis totais (tabela 2),

a amostra controle acompanhou a tendéncia de diminuicdo do valor de pH das

amostras de oolong e de mate e a analise estatistica apresentou que esta medida foi



47

diferente significativamente quando comparou-se 0 inicio e o terceiro dia, e do
sétimo até o final ndo foi significativa.

A acidez total titulavel (tabela 5) aumentou ao decorrer do tempo de
fermentacdo, os maiores valores foram observados no décimo quarto dia. A amostra
oolong iniciou com um valor absoluto de acidez de 1,32 g de acidez total expressa
em acido acético por litro de amostra (g.AC.L?) e atingiu 8,97 g.AC.L. Enquanto, a
amostra mate no inicio do processo tinha um valor de 1,03 g.AC.L! e atingiu o seu
maximo em 6,76 g.AC.L't. Os resultados observados estdo de acordo com os
encontrados por Kallel et al. (2012) cujas condi¢cdes experimentais ja foram citadas.
Assim como Jayabalan et al. (2007) que utilizou chas verde ou preto com teores
iniciais de sacarose de 100 g.Lt, por 18 dias, na temperatura de 24 °C (9,5 e 6,2
g.AC.L1, respectivamente, no décimo quinto dia).

Tabela 5 — Teor de acidez total titulavel

Tempo Teor de acidez total titulavel em acido acético (g.L?)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 0,59 +0,00¢ 1,18 +0,49° 1,62 +0,39° 2,06 +0,34> 2,94 +0,002
Oolong 1,32 40,299 2,06 +0,349 4,11 +0,48° 5,88 +0,48> 8,97 +0,88?
Mate 1,03 +0,29¢ 1,32+0,29¢ 2,94 +0,00° 3,82+0,43* 6,76 +1,402

Média + desvio padrdo. Letras minasculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Os principais acidos organicos responsaveis por conferir acidez aos
produtos, que foram separados e quantificados por CLAE, nas amostras de
kombucha com infusdo de oolong e mate foram o acético e o succinico (tabela 6).

Tabela 6 — Teor de 4cidos orgénicos determinados por CLAE

Tempo Acidos organicos (g.L™?)

Amostra (dia) Acido acético Acido succinico
0 0,50 0,02

3 1,69 0,06

Oolong 7 3,76 0,11
10 4,94 0,14

14 7,53 0,15

0 0,54 0,02

3 1,05 0,04

Mate 7 2,31 0,09
10 3,04 0,12

14 5,75 0,17
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O acido oxalico foi detectado, entretanto, a sua quantificacdo nao foi
possivel devido a natureza heterogénica da amostra. Os cromatogramas da

amostras oolong e mate estéo apresentados nas figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3 — Cromatograma de acidos organicos determinados por CLAE da amostra
oolong
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Cromatograma de acidos organicos da amostra oolong. Dia 0 (preto); dia 3 (rosa); dia 7 (azul); dia 10
(magenta); dia 14 (verde).

Figura 4 — Cromatograma de &cidos organicos determinados por CLAE da amostra
mate
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Outros compostos com eluicdo proxima ao tempo de retencdo do
acido oxalico impossibilitaram a sua quantificacdo, do ponto de vista qualitativo, mas
foi possivel observar o pico de detec¢do de componente nos cromatogramas. Para a
quantificacdo deste acido seria necessario, sob 0 aspecto analitico, a validagdo de
outra metodologia. Tal procedimento nédo foi realizado pois ndo era o objetivo do
presente estudo.

Ao relacionar o teor de &cidos totais determinados por CLAE e
acidez total titulavel (gréfico 3) observou uma diferenca na quantificacdo, isto pode

indicar a presenca de outros acidos distintos e ndo pesquisados ha cromatografia

Gréafico 3 — Relacao do teor de &cidos organicos quantificados por CLAE e acidez
total titulavel

10,00 10,00
9,00 - 9,00
8,00 8,00
7.00 7,00

6.00 6,00

5,00

5,00

400 4,00

Acidos organicos (g.L™")

3.00 3,00

Acidez total titulavel (acido acético g.L-")

2,00 2,00

1.00 1.00

0,00 0,00
Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10 Dia 14

Duracao da fermentacao (dias)
Linha solida: teor de acidos totais por CLAE; linha tracejada: acidez total titulavel; (M)
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Jayabalan et al. (2014) apresentam kombuchas elaborados de
modos diferentes e relatam uma diversidade de acidos orgéanicos tais como acético,
gluconico, citrico, L-latico, malico, tartarico, oxalico e succinico. A sintese destes &
atribuida a acdo microbiana na metabolizacdo dos acucares presentes na infuséo
acucarada. A glicdlise produz o &cido piravico e a partir da sua decomposicdo pode

ser formado acido acético, latico, propidnico, succinico, malico e citrico (no ciclo dos
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acidos tricarboxilicos) (HUTKINS, 2006; RATLEDGE; KRISTIANSEN, 2006; SAUER
et al., 2008). Enquanto, o acido glucénico € produzido por desidrogenacao
enzimatica da glicose. E o acido oxalico esta presente naturalmente nas folhas de
cha de C. sinensis (RUSINEK, 2012; SCHARBERT; HOFMANN, 2005).

Os gréaficos 4 e 5 apresentam a relacdo do substrato com os
produtos formados para as distintas bebidas. A cultura mista basicamente composta
por bactérias e fungo possivelmente metabolizou os carboidratos proveniente do

acucar dissolvido em &agua alcalina terrosa que consistia no substrato e produziu
acidos organicos.

Grafico 4 — Teores de acucares e acidos organicos da amostra oolong
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Gréfico 5 — Teores de acgucares e acidos organicos da amostra mate
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O teor de acido acético determinado no experimento para o oolong
apos 14 dias de fermentacdo foi de 7,53 g.L! e para o mate 5,75 g.L%. Chen e Liu
(2000) fermentaram infusdo de cha preto com uma concentragédo inicial de 100 g.L*
de sacarose, a 27 °C e obtiveram 11 g.L! de acido acético apés 30 dias do inicio e
este decaiu a 8 g.L* depois de 60 dias. Valores inferiores de acido acético (0,59 g.L
1) foram encontrado por Jayabalan, Marimuthu e Swaminathan (2007) quando
fizeram uso de melado de beterraba com concentracéo inicial de 50 ou 35 g de
sacarose por litro, apos 14 dias de fermentacao a 22 °C. E, quando a concentra¢ao
inicial de aclUcar da mesma fonte era de 70 g. L* de sacarose, o teor de &cido
acético foi de 0,19 g.L*. As condicdes de fermentacéo e a fonte de aglcar parecem

influenciar no teor de acido acético produzido.
5.3.3 Teor Alcodlico

Nas amostras analisadas ndao foram detectados teores alcoodlicos

utilizando ebulidmetro, cuja faixa de deteccédo esta entre 0,1-0,5 % (MANSFIELD,
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2010).

O teor de alcool nos kombuchas podem variar em relacdo a
concentracdo de sacarose fornecida ao sistema e a cultura mista. O estudo realizado
por Reiss (1994) verificou a influéncia de diferentes tipos de carboidratos (sacarose,
lactose, glicose, frutose) e suas concentracdes (30, 50, 70, 100, 150 g.L!) no
processo fermentativo (cha verde, por 17 dias, na temperatura de 22 °C). O teor de
etanol foi maior para concentracdes menores de sacarose (30 e 50 g.L?), sendo que
0 maximo observado foi no décimo dia (6,3 g.L'') com a concentracdo 50 g.L? de
sacarose. Para 70 e 100 g.L* de sacarose resultou em concentracdes de etanol de
1,0 e 0,01 g.L'%, respectivamente, ao final do décimo sétimo dia. Outros autores
observaram valores de 5,5 g.L? (décimo dia) e 6 g.L' (nono dia) ambos com
concentracdo 100 g.L* de sacarose (CHEN; LIU, 2000; GREENWALT, LEDFORD,
STEINKRAUS, 1998).

5.3.4 Determinacao de Fendlicos Totais e Flavonoides Totais

Por ser uma bebida produzida a partir de cha foi detectado teores de
fendlicos nos kombuchas. Para a amostra oolong, a concentracéo de fendlicos totais
apresentou diferenca significativa entre o terceiro e sétimo dia. Entretanto, de modo
global ndo diferiu durante o inicio e o final da fermentagdo. A amostra mate
estatisticamente ndo apresentou diferencas significativas durante a fermentacéo. A
amostra controle apresentou valores para fendlicos (ndo diferiu), uma vez que o

in6culo de kombucha é produzido com infusé@o de C. sinensis (tabela 7).

Tabela 7 — Teor de fendlicos totais

Tempo Teor fendlicos totais (mM equivalente acido galico)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 0,394 +0,132 0,427 +0,2012 0,500 +£0,0112 0,423 +0,0942 0,494 +0,0942
Oolong 3,766 +0,491%> 4,125 +0,4942 3,116 +0,152° 4,109 +0,2092 3,569 +0,3352
Mate 2,361 40,9692  2,418+0,1232 2,699 +0,2832 2,867 +0,2692 3,309 +0,4162

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).
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Em experimentos (KALLEL et al., 2012) realizados com cha verde ou
preto foram encontrados aumentos nos teores de fendlicos totais entre o inicio e 0
final da fermentacao (décimo quinto dia) de 39 % no cha verde (de 4,584 para 6,348
mM EQ.AG) e 12 % no cha preto (de 5,936 para 6,583 mM EQ.AG). De maneira
similar, Jayabalan et al. (2008) relatou aumento de 19 % de fendlicos totais no cha
verde (de 4,996 para 7,344 mM EQ.AG) e 17 % no chéa preto (de 3,526 para 4,232
mM Eg.AG) ao final da fermentag¢é@o (décimo oitavo dia) para kombucha feitos com
12 g.L! de cha, concentracdo 100 g.L! e sacarose, 18 dias, na temperatura de 24
+3 °C. Este aumento pode estar relacionada com a degradacdo de compostos
fenolicos complexos (como os flavonoides) presentes no cha em decorréncia do
ambiente acido e acdo de enzimas produzidas pelos microrganismos da cultura
mista (JAYABALAN et al., 2008; JAYABALAN; MARIMUTHU; SWAMINATHAN,
2007).

O teor de flavonoides totais (tabela 8) para o cha oolong teve uma
reducdo de 45,04 % entre o inicio e término da fermentacdo e para o cha mate a
reducdo foi de 47,42 % considerando o mesmo periodo. O controle também
apresentou diminuicao de 39, 28 % e a presenca € em decorréncia do indculo ser
feito com cha oolong.

Tabela 8 — Teor de flavonoides totais

Tempo Teor flavonoides totais (mM equivalente catequinas)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 0,056 +0,007a 0,044 +0,004b 0,035 +0,002c 0,037 £0,002bc 0,034 +0,003c
Oolong 0,595 +0,126a 0,499 £0,042ab 0,361 £0,022bc 0,414 +£0,040bc 0,327 +0,020c
Mate 1,164 £+0,402a 0,775 +0,084b 0,740 +0,128b 0,665 +0,152b 0,612 +0,117b

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Os resultados obtidos estdo de acordo com Jayabalan, Marimuthu e
Swaminathan (2007) que pesquisaram o impacto da fermentacdo do kombucha na
degradacdo de quatro isdmeros de epicatequinas ((-)-epicatequina (EC), (-)-
epicatequina galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epigalocatequina galato
(EGCG)) em chéa verde ou preto. Estes foram feitos com 12 g.L! de cha, uma
concentracdo 100 g.L! e sacarose, fermentados por 18 dias, na temperatura de 24
+3 °C. Para EGCG verificou uma degradacdo de 18 % (cha verde) e 30 % (cha
preto), e ECG foi de 23 % e 48 % em cha verde e preto, respectivamente, no nono

dia de fermentacéo.
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5.3.5 Determinacao da Capacidade Antioxidante

5.3.5.1 Radical ABTS

Na avaliacdo antioxidante sobre o radical ABTS (tabela 9), a amostra
oolong no tempo zero diferiu dos tempos terceiro, décimo e décimo quarto dia. O
sétimo dia apresentou diferenca significativa para o terceiro e décimo dia. Enquanto,
nao diferiu do tempo zero e do décimo quarto dia. Em relacdo a taxa inibitéria (tabela
10), os tempos terceiro, décimo e décimo quarto dia ndo diferiram entre si. Mas

foram diferentes significativamente para o tempo zero.

Tabela 9 — Atividade antioxidante sobre radical ABTS

Tempo ABTS (mM equivalente de Trolox)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra
Controle 0,454 +0,4222 0,435 +0,275% 0,344 +0,2372 0,285 +0,2022 0,120 +0,0982
Oolong 6,252 +0,783> 7,964 +0,3612 6,401 +0,289> 7,670 +0,4542 7,498 +0,4802°
Mate 5,393 +1,370° 2,916 +0,449> 3,792 +0,790% 3,385 +0,685" 3,347 +0,372"

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Tabela 10 — Taxa de inibicdo do radical ABTS

Tempo Taxa de inibicdo sobre o radical ABTS (%)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 8,81 +4,85% 8,81 £2,98% 6,72 £4,722 7,13 £2,292 4,07 £3,56%
Oolong 71,72 +8,46° 90,22 +3,91* 73,32 +3,12*° 87,05 +4,91® 85,19 +5,18%
Mate 68,75+9,60° 35,63 +4,85° 45,11 +8,54° 40,71 +£7,40° 40,30 +4,02°

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Para a amostra mate em relacdo ao radical ABTS observou-se
diminuicdo da atividade antioxidante entre o inicio e o final da fermentacdo. No
tempo zero apresentou 0os maiores valores tanto para a equivaléncia em Trolox
guanto na taxa de inibicdo (5,393 mM e 68,75 %, respectivamente), esta situacéo
pode ser atribuida ao in6culo que forneceu compostos fendlicos por ter como base
uma infusdo de C. sinensis. No décimo quarto dia foi observado atividade
antioxidante de 3,357 mM Eq.Trolox e 40,30 % de taxa de inibicdo do radical ABTS.

A capacidade antioxidante do kombucha €é uma caracteristica

esperada, uma vez que os chas utlizados na producdo da bebida possuem
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compostos fendlicos como flavonoides, polifendis e derivados do cafeoil (como acido
clorogénico) (HECK; DE MEJIA, 2007; LU et al., 2009; SILVA et al., 2012; SONG et
al., 2012).

5.3.5.2 Radical DPPH

A capacidade antioxidante em relagdo ao radical DPPH (tabela 11)
apresentou aumento ao longo da fermentacéo para as amostras de ch& e diminuicédo
para o controle que inicialmente possuia valores maiores. As atividades
antioxidantes equivalentes ao Trolox aumentaram 4,53 % para o oolong (de 0,949
para 0,992 mM Eq.Trolox) e 3,44 % para o mate (de 0,928 para 0,960 mM
Eq.Trolox), respectivamente.

A taxa de inibicdo (tabela 12) para o oolong e o mate no inicio foi de
85,75 e 83,69 %, respectivamente, ao final da fermentacdo apresentaram valores de
89,74 e 86,72 %, respectivamente. O controle partiu de 71,98 % e finalizou com
44,01 %, isto pode ser decorrente das interacbes entre os compostos da amostra

(fendlicos, acidos organicos, enzimas da cultura mista) e o radical utilizado.

Tabela 11 — Atividade antioxidante sobre radical DPPH

Tempo DPPH (mM equivalente de Trolox)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra
Controle 0,803 +0,0232 0,744 +0,1032 0,479 +0,044> 0,466 +0,071° 0,505 +0,029P
Oolong 0,949 +0,009¢ 0,971 +0,006® 0,973 +0,005* 0,982 +0,0042 0,992 +0,005?
Mate 0,928 +0,018>  0,935+0,012* 0,930 +0,001° 0,941 +0,0082 0,960 +0,0032

Média + desvio padrdo. Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Tabela 12 — Taxa de inibicdo do radical DPPH

Tempo Taxa de inibicdo sobre o radical DPPH (%)
(dia) 0 3 7 10 14
Amostra

Controle 71,98 +2,212 66,47 +9,632 41,58 +4,15° 40,33 +6,67° 44,01 +2,75°
Oolong 85,75 +0,88° 87,74 +0,57° 87,96 +0,51° 88,82 +0,372 89,74 +0,452
Mate 83,69 +1,71° 84,40 +1,15 83,91 +0,12° 84,99 +0,742 86,72 +0,282

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05).

Os autores Chu e Chen (2006) ao analisarem kombucha produzidos

com oito culturas mistas diferentes e com a mesma base de infusdo nas condi¢coes
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de 4 g.L* de cha preto, com concentracdo de 100 g.L* de sacarose, por 15 dias, na
temperatura de 30 °C, observaram aumento na taxa de inibicdo do radical DPPH.
Dentre essas culturas mistas, quatro apresentaram taxas de 61,2 %; 64,3 %; 69,2 %
e 62,2 % sendo que iniciaram em 34,3 % e comparado com cha preto foi de 1,7
vezes maior. As outras quatro amostras também aumentaram durante a
fermentacao, partindo de 36,4 %, atingiram 47,8 %; 39 %; 43 % e 49 %. Os autores
consideraram que este aumento foi em menor velocidade. As mesmas amostras
também foram avaliadas em relacdo ao radical ABTS e o aumento geral na taxa de
inibicdo foi de 1,4 vezes (aproximadamente de 45 % de inibicdo para 63 %). Os
autores sugerem que a capacidade inibitéria do kombucha pode estar associado a
microbiota da cultura mista.

Dados similares foram determinados em comparativo de kombuchas
produzidos a partir de cha verde ou preto (12 g.L! de cha, 18 dias), ao final da
fermentacao possuiam 88 % e 80 %, respectivamente (JAYABALAN et al., 2008).

Chu e Chen (2006) explicam que as diferencas observadas em
relacdo a capacidade antioxidante determinadas por diferentes radicais nos
kombuchas podem ser decorrentes das caracteristicas dos compostos presentes
nas amostras tais como polaridade, estado de ionizacéo e efeito estérico que foram
originariamente esclarecidas por Rice-Evans, Miller e Paganga (1996). As diferencas
também foram observadas neste trabalho e podem ser atribuidas a explanacéo
citada.

5.4 ANALISE SENSORIAL

O perfil dos julgadores (tabela 13) foi majoritariamente feminino
(66 %), jovem (18-26 anos) e, como foi realizando dentro da universidade era
esperado que a ocupacédo fossem estudantes (91 %) e cursando uma graduacéo (65
%).
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Tabela 13 — Dados demograficos dos julgadores do teste afetivo de aceitacéao

Caracteristica Descricao Julgadores*
Género Feminino 66
Masculino 34
18-26 anos 72
Faixa etaria 27-35 anos 21
acima 40 7
Estudante 91
Ocupacéao Professor 6
Funcionario 3
Ensino médio 2
Graduacéao 65
Escolaridade Mestrado 17
Doutorado 10
P6s-doutorado 6

*Dados expressos em numeros de julgadores

A tabela 14 sumariza as notas dos atributos avaliados para as quatro
amostras de bebidas propostas. Em relacdo a aparéncia, a nota da amostra oolong
fermentada por 10 dias diferiu significativamente em relacdo as demais, além de ser
a menor (6,2) para o atributo. As bebidas possuiam particulas suspensas no liquido
proveniente da pelicula produzida pela cultura mista, o que pode ter influenciado na

nota atribuida pelos julgadores.

Tabela 14 — Teste afetivo de aceitacéo

Amostra Atributos avaliados
Aparéncia  Aroma Sabor Sensacdo Aceitabilidade
na boca
Oolong Dia 7 6,8+2,22  4,5+262 5,6+2,7° 5,9+2,82 5,5+2,6°
Oolong Dia 10 6,2+2,3P 4,3+2,52  52+2,9¢ 5,0+2,9° 4,7+2,7¢
Mate Dia 7 6,9+2,12 4,842,582  6,4+2,32 6,5+2,32 6,312,22
Mate Dia 10 6,9+2,12  4,7+222  6,24+2,6% 6,5+2,52 6,1+2,42

Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (Tukey, p<0,05). O: desgostei extremamente; 1. desgostei
muito; 2: desgostei moderadamente; 3: desgostei ligeiramente; 4. desgostei; 5: ndo
gostei nem desgostei; 6: gostei; 7: gostei ligeiramente; 8: gostei moderadamente; 9:
gostei muito; 10: gostei extremamente.

O atributo aroma nao apresentou diferenca significativa para
nenhuma das amostras (p>0,05). A recusa para o aroma pode ser justificado pela
presenca de acido acético que possui um limiar de deteccdo entre 0,7-1,1 g.L ! em
vinhos e 0,001-0,005 g.L! no reagente puro (EUROPEAN COMMISSION, 2012;
QUEROL; FLEET, 2006). O teor de acido acético das amostras variam entre 3,76-

4,94 g.L! para oolong e 2,31-3,04 g.L! para mate (tempo 7 e 10, respectivamente).
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Para o sabor, as amostras oolong apresentaram diferencas entre si,
sendo 5,6 e 5,2 para o tempo 7 e 10, respectivamente, indicando uma resposta
neutra para a bebida. As amostras de mate ndo diferiram si. Entretanto, a amostra
mate no tempo 7 foi diferente significativamente em relagdo as amostras de oolong.
Esta atingiu nota de 6,4 demonstrando que os julgadores gostaram da caracteristica
acida agregada ao cha fermentado. Nao houve diferencas significativas entre as
amostras oolong dia 7 e mate dia 10.

O atributo sensagédo na boca a amostra oolong dia 10 diferiu das
demais amostra e apresentou a menor nota (5). A intencdo desta avaliacdo foi
avaliar a sensacao produzida pela carbonatacédo natural que a bebida possui, mas o
atributo sabor também pode influenciar, devido a presenca dos acidos organicos
decorrentes da acado microbiana. Verificou-se que a producdo destes aumenta de
acordo com o tempo de fermentacdo. E pelo observado, os julgadores
demonstraram uma recusa as bebidas mais acidas (ambas amostras de oolong).

A aceitabilidade para as amostras produzidas com mate
apresentaram notas médias acima de 6, mas sem diferenca significativa entre os
tempos 7 e 10. Isto sugere que os julgadores gostaram da bebida. As amostras
oolong obtiveram as menores médias 5,5 e 4,7 para dia 7 e 10, respectivamente, e
diferiram entre si. A amostra oolong dia 7 ndo apresentou diferenca do mate dia 10.

O kombucha proposto com chd mate apresentou maior nota na
aceitacdo em relacdo ao produzido com oolong. Esta preferéncia é devido,
provavelmente, a familiaridade com o sabor do cha mate.

As notas obtidas para os atribuidos avaliados podem ter sofrido
interferéncia negativa em decorréncia do painel julgador ser predominantemente
jovem (18-26 anos). Por serem, justamente, jovens podem nao estar acostumados a
consumir produtos fermentados e com caracteristica acida. Logo, a memoria

gustativa e olfativa ainda estdo em formacgéo.
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6 CONCLUSAO

A identificagdo genética do indéculo indicou a presenca de duas
espécies e dois géneros globais de bactérias (Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
oryzihabitans, Bacillus sp., Microbacterium sp.) e uma fuangica (Meyerozyma
caribbica). A cultura mista ainda pode ser explorada tanto no cha oolong quanto no
cha mate, e a possibilidade de adequacédo para a producdo do inéculo a partir do
cha mate.

As bebidas formuladas com ch& oolong ou mate apresentaram-se
como uma alternativa na producdo do kombucha. A cultura mista utilizada na
fermentacdo exibiu crescimento positivo em ambas infusbes e a bebida final
apresentou o perfil sensorial caracteristico do kombucha, acido e refrescante.

Com relacédo ao teor de carboidratos, a velocidade de consumo e
producdo destes para o cha oolong indicaram uma coeréncia esperada. Para o
mate, ndo demonstrou a mesma constancia. A relacdo entre a medida de graus Brix
e os quantificados por CLAE evidenciam uma tendéncia de exatidao, desta maneira,
0 uso da determinacdo de sélidos solluveis totais (°Brix) como um parametro de
controle viadvel durante a producdo de kombucha.

O protocolo de producéo indicou uma relacdo entre o tempo de
fermentacao e a producdo de acidos organicos e acidez total titulavel. Quanto mais
prolongada este periodo, a concentracdo de acidos organicos e o teor de acidez
aumentam. Enquanto, o pH se estabilizou no tempo sétimo dia tanto para oolong
guanto mate. A quantificacdo de acidos organicos indicou a presenca de acido
acético e succinico em ambas amostras, tendo predominancia do acético.

O processo fermentativo n&o influenciou significativamente os teores
de fendlicos totais nos chas. Entretanto, os teores de flavonoides diferiram
significativamente entre tempo zero e décimo quarto dia, houve diminuic¢ao.

A atividade antioxidante (taxa de inibicdo do radical) apresentou
diferenca significativa, para ambas amostra, apenas frente ao radical DPPH
considerando o periodo inicial e final do processo fermentativo. Para o radical ABTS,
a amostra oolong nao diferiu do tempo zero e décimo quarto dia. Apesar a amostra
mate ter diferido para o tempo zero e décimo quarto dia, os tempos terceiro, sétimo,
décimo e décimo quarto dia ndo diferiram entre si.

A analise sensorial evidenciou que o aroma caracteristico de
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fermentado acido ndo é um aspecto desejado. Entretanto, a aceitabilidade indicou
uma preferéncia para kombuchas a base de chd mate e sem diferenca entre as
bebidas do tempo 7 e 10. Para o oolong, o tempo de fermentacdo prolongado
influenciou negativamente nas caracteristicas sensoriais da bebida. A faixa etaria
dos julgadores pode ter influenciado nas notas atribuidas, devido a falta do habito no
consumo de alimentos fermentados com caracteristica acida, e a memaoria gustativa

e olfativa estarem em formacéao ainda.
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APENDICE A — FORMULARIO SOCIAL

NOME:
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GENERO: () Feminino ( ) Masculino

IDADE:

OCUPACAO:

ESCOLARIDADE:

( ) Ensino Fundamental ( ) Mestrado
( ) Ensino Médio ( ) Doutorado
( ) Graduacao ( ) P6s-doutorado
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APENDICE B - FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

Nome: Data: I/
Por favor, prove a amostra e indigue com um traco vertical em qualquer ponto da
escala (inclusive entre os pontos) onde melhor representa o quanto vocé gostou ou

desgostou com respeito a:

AMOSTRA:
APARENCIA:
0 L L] L] L] 5 L} (] L . 10
Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
AROMA:
0 L} L] L] L] 5 L} (] L) . 10
Desgostei Na&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente
SABOR:

0 . . (J U 5 . L L] ’ 10

Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente

SENSACAO NA BOCA:

0 (] (] (] L 5 L] . (] . 10

Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente

ACEITACAO GLOBAL:

0 . . (J U 5 . L L] ’ 10

Desgostei N&o gostei nem Gostei
extremamente Desgostei extremamente

COMENTARIOS: ( ) Nenhum.
Comentario:
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APENDICE C - CROMATOGRAMA DE CARBOIDRATOS
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Cromatograma de carboidratos da amostra oolong. Dia 0 (preto); dia 3 (rosa); dia 7
(azul); dia 10 (magenta); dia 14 (verde).
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Cromatograma de carboidratos da amostra mate. Dia O (preto); dia 3 (rosa); dia 7
(azul); dia 10 (magenta); dia 14 (verde).



71

ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“KOMBUCHA: desenvolvimento e caracterizacdo de bebida n&o alcodlica,
fermentada de Camellia sinensis por cultura mista”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “KOMBUCHA:
DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE BEBIDA NAO ALCOOLICA,
FERMENTADA DE CHA OOLONG E ERVA-MATE POR CULTURA MISTA”, a ser
realizada em “Laboratério de Analise Sensorial do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos/UEL, Londrina/PR”. O objetivo da pesquisa é
“‘desenvolver uma bebida a base de cha fermentado com cultura mista de
bactérias acéticas e leveduras”. Sua participacdo é muito importante e ela se daria
da seguinte forma: durante a sessdo serd julgador das caracteristicas de
aparéncia, aroma, sabor, sensacao na boca e impressado global em relacdo a
amostra da bebida.

Esclarecemos que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor
(a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto
acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas
informacdes serdo utilizadas somente para esta e futuras pesquisas e serao tratadas
com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por
sua participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participacao.

Os beneficios esperados sdo desenvolver uma bebida de cha fermentada
potencialmente funcional (com beneficios a saude), sendo uma alternativa as
bebidas gaseificadas existentes no mercado. Quanto aos riscos, o consumo do
produto formulado néo traz riscos a saude, entretanto, reacdes adversas ndo sao
descartadas em individuos sensiveis aos compostos presentes naturalmente nos

chéas. A dosagem utilizada na analise sensorial € minima. A cultura mista utilizada na
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fermentacdo € ndo patogénica e com boas praticas de producédo a bebida obtida é
considerada in6cua.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera
nos contatar (Prof2 Wilma Spinosa, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos /UEL, (43)3371-4585, wilma.spinosa@uel.br, ou Vitor Hugo Tsuru,
Rua Borba Gato, 1099, (43)9607-7255, vitortsuru@gmail.com), ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina, situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus
Universitario, telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamente preenchida, assinada e entregue ao (&) senhor(a).

Londrina, de de 2015.

Pesquisador Responsavel: Vitor Hugo Tsuru
Mestrado do curso de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
RG: 82219994

(NOME POR EXTENSO), tendo sido

devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em

participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:




